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2.1.

2.1

1.

INTRODUCCION. -

El objetivo de esta etapa fue la de producir masivamen
te un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigenc
A del grupo sanguineo humano. Para este proposito se
utilizo el hibridoma B2-C114 obtenido en el Centro On-
colagico de Medicina Nuclear (Instituto Roffo, Buenos
Aires - Argentina) y un hibridema obtenido en INCOR
(Sao Paulo - Brasil).

Simultaneamente fue de nuestro interes la obtencion masi
va de un anticuerpo monoclonal (AcM) en condiciones api-
rdgenas para uso terapéutico. Para este fin, se utilizd
el hibridoma OKT3 de la ATCC el cual esta siendo escala-
do en este centro de referenciz.

PRODUCCION DE ANTI - A.-

El escalado de este AcM sc rcalizo en les siguientes sis
temas:

. Bioreactor Air lift (Bellco-Diotechnology)

. Encapsulacion en alginato de sodio (Bellco-Biotechnolg
gy)-

. Fibra hueca (AMICON)

. Cultivo en Batch.

Biorcactor Air lift.-

Descripcion del aparato.-

Se utilizé cl biorcactor air-lift de Bellco, consistente
en una camara de crecimiento ‘dentro de la cual son culti
vados los hibridomas. Esta camara ¢s continuanente airea
da o gaserda con 5% CO, , desde la basec mediante una colun
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2.1.2.

na de burbujeo ascendente que permite la oxigenacion
y homogenizacion del sistema.

La entrada y salida de medio de cultivo, y el suminis
tro de aire al bioreactor es realizada automaticamente
mediante bombas peristalticas controladas por un micro
procesador programable.

La temperatura del sistcma es mantenida mediante 1la re

circulacicn de agua a 37°C alrededor de la camara de
crecimiento.

El pH es regulado mediante la adicion de NaGil o 1IC1 por
bombas peristalticas programadas automaticamcnte.

El oxigeno disuelto, temperaturz y el pH son seguidos

continuarente mediarnte un registrador grafico.
Montaje del Biorcacter.-

Se realizaron los siguientes pasos:

Ensamnblado dc todos los corponentes del sistema, con 1a
inclusion de pequefos cilindros de vidrio dentro de Ia
camara de crecimiento, parz el aumento del area de adhe
rencia cclular.,

Test de centrol de presion interna de la camara de creci
micnto.

Esterilizacion por autoclave (50 min.).

Acoplaricnto de la cimara de crecimiento al resto del
biorcactor en el arca cstcril.

Circulacion de medio KDF (RFMI-1640,DMEM y F12 1:1:1),
sin sucro fetal dc bovino (SIN).

Regulacion, programacion y control del funcionaniento

del sistena.




2.1.3.

2.1.4.

Inoculacion y seguimiento del proccso.-

Previa a la inoculacion del bioreactor, se extrajeron

muestras de medio de cultivo circulante, para determi

nar citotoxicidad del sistema. Paralelamente se utili
20 un control de medio y suero del mismo lote.

Se inoc€ularon 109 celulas (crecidas en spinrer) en
un volumen de 1 litro de medio RDF con 10% SFB, gluta-
mina 2 mM, gentamicina 40 ug/ml, B-mercaptoetanol
5x107°

final dentro de la camara de crecimiento de 3 litros.

My 0,28 de etanol , completanio a un volumen

A continuacion se realizaron ciclos de entrada de aire
a la camara de crecimiento para la distribucion horoze
nea de las celulas en los cilindros de vidrio.

Postcriormente se programaron los ciclos de aereacion,
entrada y salida de medio de acuerde a los parametros

metabolicos del hibridoma.

Diariamente se extrajo una mucstra a partir de la cual
se determinaron los siguicntes parametros: cencentra-

cion de glucosa y lactato, asi como viabilidad celular.

Los sobrenadantes obtenidos fueron centrifugados 2

7000 rpm durante 30 minutos a 4%C, luego filtrados por
AP 20 y deterrminada su actividad mediante titulo de he
maglutinacion directa en microplaca. No se determina-
ron las concentracioncs de anticuerpos en los sobrera-
dantes de cultivo ya que no se optimizo el ELISA para
estc isotipo de inmunoglobulina (Ig!). Postcriormente
estos sobrenadantes fueron concentrados cerca dec 10
veces mediante un sistema de ultrafiltracion tangencial
(MINITAN - Millipore).

Resultados.-

Desde un ccmicnzo se observo un considerable aumento del
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numero de celulas, las cuales crecian tapizando 1a su
perficie de los cilindros de vidrio.

Durante el cultivo, el SFhfue disminuido en su concen
tracion y cambiado paulatinamente a suero de caballo
(IS}, con objeto de disminuir los costos del suero y
mantener niveles altos de productividad.

Con 1la finalidad de economizar el medio de cultivo, se
determino si los sobrenadantes obtenidos podrian ser
reutilizados en el sistema, siendo previamente testa-
dos su capacidad de crecimiento celular en placas de
24 pozos. Para ello se reciclaron los sobrenadantes
los cuales fueron suplerentados con glutamina, glucosa
y 1% de HS. Dado que estos sobrenadantes presentarcn
un considerable nurero de células, y el titulo de an-
ticuerpos nc incrementd, se decidio no reciclar y con
tinuar la alirentacion ccn medio fresco.

Para mantener la concentracion de glucosa en niveles
altos, sc aumentG a partir del dia 7 en el medio de

cultivo de entrada de 2,6 gr/1t a 4,7 gr/lt., lo que
permitio mantener dicha concentracior cercana a 300

mg/dlt. curante el transcurso del cultivo.

La perfusion de medio fue modificada de acuerdo a la
concentracion de gracosa y lactato presentc en el me
dio dec cultivo.

En la tabla N* 1 y grafico N® 1, se muestran los para
metros determinados a lo largo de todo el proceso de
produccion en el air-lift.

Como puede observarse el pl! vario fundamentalmente en
tre 6,7 y 7,2.

Los primeros dos dias dcl cultivo,el sistema fue faseca
do con § % de CO, en aire, ya que el metabolismo de
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2.2'

2.2.1.

las celulas fue suficiente para mantcner el pH en 1los
valores apropiados.

En un comienzo el cxigeno disuelto estuvo aproximada-

mente en 100%, para luego mantenerse cerca del 2C% du

rante el periodo restante.

Hasta la fecha el bioreactor lleva 35 dias y continda
en funcionamiento. Durante este periodo el bioreactor
consumio 150 litros de medio RDF, 3,5 litros de SFB y
6.3 litros de HS.

Los sobrenadantes obtenidos presentaron un titulo de
hemaglutinacidor que vario entre 64 y 128. Estos una
vcz concentrados, alrededor de 10 veces, aumentaron
su titulo superior a 1024. Este anticuerpe monoclenai
no fu€ purificzdo puesto que sera utilizado para el
diagnostico de grupo sanguinco en bancos de sangre,

donde no se requiere de alta pureza.

Encapsulacion en alginato de sodio.-

Mevodologia.-

Se encapsulo el hibridoma (el cual fue expandido en
spinner) a una concentracion de l.leO6 cel/ml de algi
nato dc sodio (Bellco-Piotechnology) siendo la concen-
tracion final 1%. Para la formacion de las perlas sec
empleo una solucion de CaC1, 125 mM, glucosa 2,5 mM y
hepes 25 mM pll 7,2. El medio utilizado fue DMEM 7,59
SFB, modificando dicho concentracion de suero durante
el cultivo de acuerdo a la densidad celular.

El cultivo se mantuvo en un spinner con 500 ml de mc-
dio de cultivo, donde 1las perlas ocuparon aproxirada-
mente 130 ml. EI1 mismo sc incubo a 37°C a 5% €O, con




agitacion de 15 rpn.

Diariamente se realizaron determinaciones de pli, con
centraciones de glucosa y lactato, N® de celulas por
grano de perlas’, viabilidad celular mediante 1la diso
lucion de las perlas y actividad de anticuerpos por
hemaglutinacion.

Los sobrenadantes fueron centrifugados a 1500 rpm por
15 minutos y concentrados por ultrafiltracion tangen-
cial (MINITAN - Millipore).

Resultados. -

Sc presentan en la tabla N® 2 y grafico N°2.

Al tercer dia de cultivo sc observaron pequeros acumu
los de cclulas cn el interior de las perlas. Dichas
agrupaciones de cclulas fueron formando "czanales radia

=t

les" que se engrosaron y auitentaron en su numero al

transcursc de los dias. (ver fig. 1)

Hasta la {fecha el cultivo sc mantiene en activa fase
de productividad.

Fibra hueca.-

Metodologia.-

Se realizaron 3 cultivos en fibra Amicon (VF2-036 -
650691), inoculando 4x108 cclulas previamente cxpandi-
das cn spinner en un volumen de 5 ml de medio de cul-
tivo (RDF 10% CPSR-3 SIGMA). La circulacion de medio
a traves del sistema fue entre 60 - 100 ml/min. FE1
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2.3.2.

ro

Jou

control de las condiciones del cultive se realizo
midiendo los siguientes parametros: pH, concentra-
ciones de glucosa y lactato. Periodicamente se re-
movid medio del ECS y se determind viabilicdad celu-
lar. ' |

Resultados.-

En las 3 experiencias se observo que en les primeros

dias de cultivo, los parametros metabolices no mostra
. . - - *

ron variacion, y a partir del cuarto dia el descenso

de la viabilidad celular. Posiblemente esto sca de-

bido a una adaptacion inadecuada de las cclulas al

sistema o a defectos propios de la fibra.

Cultivo en butch.-

Con cl objete de determinar la eficiepcia Jo creci-
wicento y productividad en estos sisteras, ¢l hibri-
dona fue cultivado en suspension en spinners Je 0,5
y 8 litros.

£l nedio de cultivg utilizado fue RLF con 0% de SEB
para el spinner de 8 1itros y CTSP-3 (STCX') al 103,
cor la aldicion del suplemento Cpti¥Ab (GITCC), en el

spinner de 0,5 litros.

Las determinaciones diarins de N° de celulas, viabi-
lidad ceclular y actividad del anticuerpo se dctalla
en las tablas N° 4 y 5.

Es importante destacar que el spinner de 0,5 Its.

tuvo problemas con la agitacion, lo cual no permitio
mantencr la viabilidad durante un tiempo mas prolon-
gado, como cra de esperarse, por la adicion del Opti
MAb. (Suplcmento que aumenta la productividad cn los




cultivos).

Durante los primeros cuatro dias de cultivo del spi
nner de 8 1ts., la densidad celular fue en paulatino
aumento. A partir del Sto. dic, donde se aumentd el
volumen final de 5 a 9 lts., la dersidad celular fue
en descenso hasta el fin del culti‘o. Esto podria
adjudicarse a un insuficiente intercambio gaseoso en
el sistcma.

Los titulcs de hemaglutinacidn en ambos spinners al-
C.mzaron un valor de 32. Los sobreradantes de ambos
spinners fueron Conc&n*ﬁkdbs por ultrafiltracion
tangencial 50 veces.

PRODUCCICN DE OKT3.-

Encapsulacicn en alrinato de scdio.-

La metodoleogia de encapsalacicn del hibridoma OKT3,
y los pararctros tomados para su seguimiento, fue 1a
* . 1 el -
misra quc se describe para la2 produccidn de anti-A
(ver 2.2.1). La concentracior de anticuerpos cn los
sobrenadantes fue determinada por ELTSA sensibilizan
do las placas con anti-IgG de raton.

Los resultados mostraron quec la concentracian de an-
ticuerpos fue en aumento la primera semana, para lue
g0 mantencrse alrededor de 70 ug/ml. hasta el Ultimo
dia de cultivo. (ver tabla N93 y grafico N°¢3),

E1 patron de crecimiente celular en cl interior de
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las perlas fue similar al descrito por anti-A (ver
fig. 1).

En los 15 dias de cultivo el consumo de medio fue de
4,37 1ts. y 226 mls de SFB. Los sobrenadantes obteni
dos fueron concentrados carca de 10 veces por ultra-
filtracion targencial y purificados por proteina A -
Sepharosa en forma apirogénica como se detalla a con-

tinuacion.

Previoc a la purificacion, las mangueras fueron despi-
rogenizadas pasando NaOH 0,5 N y la resina recconstitui
da con buffer Tris 0,05 M /NaCl 0,15 M, pH 8,6 con ti
merosal 0,02%. Los sobrenadantes concentrados y fil-
trados por 0,22 u. (600 ml), fueron aplicados a una co
lumna apirogenaz XK-16 (Pharmacia) a 4°C, contcniendo

aproximadamente 40 ml de proteina A-Serharosa.

Despucs del pasaje de la mucstra, se lavo con el mis-
mo buffer, hasta recuperar la 1%hea de base. La elu-
cion se realizo consecutivamente con los siguientes
buffers:

a) Fosfato 0,05 M /NaCl 0,15 M pil 7.

b) Glicina 0,05 M / Nall 0,15 M ph Z,8.

¢) Glicina 0,05 M / NaCl 0,15 M pH Z,3.

d) Tris 0,05 M / NaCl 1 M pH 8,6.

E1 flujo utilizado en la columna fue de 0,6 ml /min.
Como era dc¢ esperarse la fraccion de anticuerpo fuc
cluida con el buffer b, neutralizadas con Tris 1 M

pHi 10,5 y posteriormente dialisadas contra PBS pi! 7,2
0,02% de timerosal.

La purificacion fuc monitorcada por UV y registrada
graficamentc. Se recolectaron las fracciones no uni

das a la columna (flow through 1 y 2), una muestra ob
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tenida con el buffer a Yy el pico de anticuerpo de a-
cuerdo al registro de la corrida cromatografica (ver
fig. 2).

La purcza de los diferentes eluatos fve corprobada me
diante electroforesis en geles de poliacrilamida ai
12 % en presencia de SDS en condiciones reductoras (
ver fig. 3) y la concentracion de protzina e 1gG por
Lowry y ELISA respectivamente.

La croratografia de afinidad en proteina -A perritio
alcanzar un alto nivel de pureza, obtenierdose 75 rgs.
(Lowry) de OKT3 purc apirogénico. Er estos rorentos
se estan realizando los tests de pircsonicidad, presen

cia de DNA nurino, etc para ¢l envaszde final,

DISCUSION Y CONCLUSINN. -

El bicreactor air-1ift ha sido un Sistera eficiente rn
la procduccicon del anticuerpo monoclonal anti-A. Iste
hibridera se adaptd eficienterernte al cultivo ep crar
escala, no mostrando, inconvenientes cn el (recirientoe

con sueros de diferentes origenes y concentraciones.

Unz ve: programado, cl mancjo del bioreacter cs senci-

llo y de poca probabilidad de contarminacidn,

La inclusion de cilindros de vidrio dertro de 1a cara
ra de crecimiento ha sido una buena opcion ya que ha
permitido el crecimiento en altas densidades celula-
res. Ls importante mantener en niveles adecuados el

burbujeo de aire, para evitar ¢l arrastre de celulas

_10_




que saldrian durante el intercambio de medio.

Un inconveniente de este bioreactor es el pProceszmien
to de grandes volUmenes de sobrenadantes los

Cuales deben ser centrifugados y concentrados diaria-
mente.

Hasta el presente se han obtenido cantidades conside-
rables de sobrenadantes concentrados del AcM anti-A.
Estos sobrenadantes presentan'titulos de hemaglutina-
cion adecuada para su utilizacion directus en 1a deter
minacion de grupo sanguineo en bancos de sangre.

En relacion a nuestra experiencia de encapsulacion en
alginato de sodio, consideramos que se ha obtenido una
cantidad significativa de anticuerpo a rediana esczala.
Sin embargo, 1la produccion en batch no ha representado

una alternativa tan eticiente como la antericr.

Con respecto a la purificacién apirogena de OKT3 por
protcina -A Scpharosa, se nbtuvo un altc grado de pure
za (como puede observarse en los SDS-PAGE) y buen ren-
dimiento.
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19,0

23,0

20,4

74,6
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TAPLA N©

—————— - ——

PRODUCCION DEL_ANTI-A EN_AIR LIFT

GLU

195,2
165,5
142.,3
134,1
160,9
87,8
152,4
227.,7
281,2
362 2
245,7
290,8
293.,3
355,1
298,0
294.,5
296,0
283,0
207.,5
33¢,5
253,0
nd

282.0
312,0
264,2
340,0
330,2
338,5
2849,8
227,1
239,0
227,0
247.,0
227.3

208,3

LAC

42,4
49,4
54,0
60,7
61,7
71,4
57,4
66,8
€1,7
62,1
59,0
66,0
71,2
37,0
94,8
86,1
78,9
76,0
72,0
75,4

70

O \D WM
CO L1 = I U1 L1

1

PF

120-1450
70-80
T0-80
70-280

.80-200

260-380

360-380

380
360
360
360
240
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
170
170
170
150
150
150
150
150
150
150

64

128
128
128
12

128
128
128
128
128
128

10°
10°¢
10°¢
10°
10°
10°
7,5°¢

59

59
2,5%+2
2,59+2
2,5%9+2
2,5%+2
2,59+2
2,5%9+2
1,59+3
1,569+3
1,09+4
1,09+4
1,09+4
1,09+4

S'
10*
10*
10*
10*
10*
10*
10"
10*
10*
10"
10*




TAELA N¥1 (Referencias)

DO: Oxigeno disuelto (1)
GLU: Concentracién de glucosa (mg/dlt.)
LAC: Concentracion de lactato (mg/dlt.)
PF: Perfusicn (ml/hr.)
TH: Titulo de hemaglutinacion
$S: Suero (%)
) S?: Suero fetal bovino
S*: Suero de caballo
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PRODUCCION DE AckMic ANTI-A EN AIRLIFT
CURVA METABOLICA
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PRODUCCION DE AcMc ANTI-A EN AIRLIFT
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TABZA N 2
ey g - -

- ———

ENCAPSULACICH TEL HIBATIDCIMA B2-Cll4 EN ATLGTIATO T SO0DIO 1%

i) EE R PL PH e 21 #3TB ¥R #y
0 0 0 7,5 0,67 0 7,5 0 30,4
1l 47 0 7,38 0,76 0 745 0 89,1
2 53 0 7,17 2,13 8 7,5 100 82,4
3 74,4 8,6 7,4 1,38 8 7,5 150 68,1
4 29,3 11,2 7,27 3,4¢ 16 7,5 0 74,4
5 100,38 nd 6,87 6,56 16 5,0 200 78,9
g 107,0 34,0 Gy 79 7,38 16 5,0 200 61,4
7 Q0,0 29,6 G,39 72 16 . 5,0 200 5,6
\ 3 149,0 35,5 6,85 4,38 14 7,5 200 61,5
o 3 108,90 29,0 6,95 5,5 15 5,0 300 68,C
' 10 187,0 nd 6,82 7,25 16 5,0 300 67,9

(Referencias)
C3: Consumo de glucosa {mar/dlt); PL: Produceidn de lactatoe (mar/dlt); NC: e de cdlulas
v ’ . . .
por gramo de perlas x 10 ; TH{ T{iulo de hennglutinacicng  VR: Volumen de medio retirado (m1)

v ¥ V: Porcentaje de viabilided.
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GRAFICO 2 a - b
ENCAFSULACION DEL HIBRIDOMA B2-Cll4
EN ALGINATO DE CALCIO 1%
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ENCAPSULACION PEL HIBRRIDOMA CKT3 EN ALGINATO DB SODIO 1%

€6 PL it a0 CA WSTT Ve v
0 0 7,8 nd nd 7,5 0 nd
231,7 40,3 7,1 2,06 27 7.5 250 71,8
nd nd 6,8 3,00 32 7,5 250 79,7
nd nd 7,2 1,34 24 7,5 250 77,8
32,1 0 7.2 2,7 27 7,5 250 82,3
124.,9 0 7,0 11,7 36 7.5 250 68,8
103,1 16,3 6,8 7,27 44 7,5 300 £7.,2
178,3 26,0 6,8 6,37 65 7.5 300 £3,2
177,0 15,6 6,91 §5,7°¢ 62 7.5 300 54,8
178.,1 26,7 6,84 1,88 78 2.5 300 26,9
113,7 23,4 6,97 2,18 76 2,5 300 31,3
12,5 22.¢ G,0 6,1 €4 2,5 200 85,4
135,8 23,5 6,0 .81 71 5,0 370 77.,8%
267,00 43,8 ¢<,8 4,30 57 5,0 250 82,6
1983,8 31,7 6,9 5,12 62 2,5 250 71,4
133,06 23,0 6,9 2,8 70 2,5 300 51,0

Censuro cde glucosa (wg/dlt)
froduccion .de lactato (mg/dlt) 6
QY ey .~ ey -7 . Y

N® de celulas per gr/perlas x107.
Corncentracion de anticuerpe (ug/11)
Velurien de redio retirado (ml)
Percentaje de viobilidad

N¢ determinado.




GRAFICO 3a

ENCAPSULACION DEL HIBRIDOMA CKT3
EN ALGINATO DE CALCIO 1%
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nes reaucidas ¢ tenidas con Coomacssie Rlua,  Los cnrriler
ponden a:
. .
carril a: Pico a pli= 2,8,

Plow through 2,

Flow throush 1.

Ultrafiltrede (sobrznte del conas trodo).

n
carril f: Concentrado de los sobrenzdantes (

4

Pre-coluna).
Sobrenadante de alginato CKT3 dfa 9

carril

. ’
cerril h: Patron de peso molecular.




TAEBLA Ne¢ 4
Spinner de 0,5 1ts.

TIEMPO
(MIAS) X ¥IA T
*
1 0,3 97.9 nd
2 0,6 97,8 4
3 1,33 25,0 8
4 1,36 84,7 16
S 1,0 §0,0 16
6 1,08 78,¢ nd
7 0,78 61,¢ 32
8 0,6 1,5 32
9 0,5 55,0 32
10 £,23 47.,¢ 2
11 0,1¢ 14,0 32

NC: N? de cels/r1 (x]Oﬁ).

VIAR: % de viabilidad.

Tli: Titulo de henmaglutinacicn.

nd: no determinade B <

*.- 5S¢ partio de una concentracion celular de 3x16°

cel/iml en un volupen final c¢e 400 rl. Al tercer
dia s¢ incremento ¢l volunen a 506 ml y sc adicio
no  Optitab. -




TARLA N*® §
Spinner de 8 1ts.

TIEMPO
(DIAS)

5

VIAR

90

94.4
95

90.3
87,6
80.9
69.6
52.4

[w—
O D00 )DL &N

53,2
41.4
41.5
33
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et
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NC: N de cels/ml (x10°)

VIAB: § de viabilidod

VOL: Voluren final en litros.
HT: Titulo de keiaglutinacion.
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