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. GiroRIE TECHICO

Prozramn de capacitacion personalizada en produccidn masiva

* de anticucrpos monoclonzles

Actividades del programa de entrenaniento:
I.- SELTHARICS
. Se discutieron los siguicntes temas:

1.- Kétodos de cultivo celular y produccion musiva de
anticuerpos monoclonales.

2:~ Produccion cn gran cscala de anticuernos sonoclonzles

. rurinos, usando bioreactores de litra huceca.

3.~ lidtodos de purificdcicn de anticuerpos monoclonzales.

4.- Anticueivos monoclonales de scgunda gencracion,

5:- Control de calidad ea la produccion de anticucrypos
moclonrles. '

6.- Yacunas onti-idiotipicas,

II.- TRADATO FRACTICG

Durante ¢l trcbzjo practico vvumos 2 tipos de aibridumas;
el anti-¥ » o1 G123 .
Ias etapas del trabajo praciico fucror les sijuientas:

1.- Expansién de los hibridomzs :-5e expandieron los correcpon-
dientes hibridomas ,1alT0 I FZIASCLS T2 cultive como cn
spinnel.

Z2.- Zstudio de ius parauseiios petabdlices @ 21 objetivo Tug
establecer las condiciones de cultivo-del hibridomsaa anti-

5, a2c permiton una mwejor ectnvilidad de ias células ,ani
comw wia optiza produccidn de anticuerpos monoclonales.

Wetodoloda:

De las -células e::pandidac en ¢l sunto 1,fueron inoculidos 14

froccos de cultivo (7-25) ¢On ].:'.105 ccl./:d,en un volunen li-

nal de 10 al de medio RPLI-1640 ,10 7% 573 man gentmaicing 40

ug/ ml ,cdicionalmente se incluyeron 2 [rascou de cultivo con 10

ml de¢ medio libre de celulas como control.
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Loz frascos fucron incubndos en estufa a 37¢C con 5% de co,,.
A pattir de las 2 horas y diariamente se determincron los
siguicntes pardmetros : plf,conceniracion de glucosa,concen—

tracion de lactato ,densidad celular yviabilided ,asi como la
presencia y actividad de anticucrpoﬁ monoclonales. ]

El pil sc determiné en un potenciometro,la glucosa acdiante el
método de la glucosa oxidada(Kit Bioclin Glicose;god—clin)_.La
determinacion de lactato fud mediante cl test cnzimitico piruve-
to/lactato (Kit Sigma). El mimero de células fué determisadoe reali-.
uzando Eontaje cclular en camara de Hewbauer,y la viabilidad ce-
lular pbr cxclusion en asul de tripano.

Ia presencia de los amticuerpos monoclonales fueé aedida por el
ensayo inmunicnzimatico ELISA en plocas de polivinilo sensibi-
lizadas con anti-mouse Iz G. La actividad del mismo fue recli-t

zadza por hemoajlutinzeién directa,usando eriirocitos del arupo B.”

" Reswltndos:

Fa la taplz 1 y figura 1 se wmacsiran los resultzdos ovtenidos:
TADLA )

Los datoec presentados som el pronedio de determinacicnes por

duplicado.
ticapo | p!f [n? de ¢élu |viabilidad [Gluccsa [Laciais ELISATMEtuls
fhare) laz(tetalez) ng/dl g/l | Eug [Hemagiut.
2 17.71{¢,75:20° 1% 152.15| 18.43] 0 o
25  fr.31(1.13x10% 100 143.90| 30.47|0.05 |32
491/J~.93 3.19x105 105 $5.800 71.80} 0.05 |22
7682 6 .81 2. 3.10° 100 26.55| 153.53 | 0.05¢| 4097
99 5.8 |1.03:107 100 0.0 | 123.02| o123 lioon
1207 5.5 |1.284107 33.7 5.0 | 119.25( 0.97 | 2045
147 6.9 {1.1x107 96.8 0:0 | 110,0 | 0.141|8192
170 |6.22/6.9x10° 85.6 0.0 | 197.691 0.127[ 1024

*Loz datos prescentados corresponden a la prescacia de Iz & en
las respectivas mestras.Conviderindose cowo indicador positi-

vo unidades cuperiores a 0.05




CURVA KETABOLITA

3 Py 2 ] L

49 % 99 120 147 170

ticipo ( horas )
8 ntde células ; @ pil ; A [glucossp © [lectatd
O IgG puro %Izs 1/25(D0)




. 2) El ticmpo de duplicacion celular

de cultivo (1.28x 137 cclulas).

fuse exponcacial. "A concentraciones

Q

t1r¢ entre ias G0 y147 horns.

Del analisis de los catos obtenidod podemos determinar:

s de cproximadamcnte

26.55 nmg/dl las c€lulasa eatran en 123

c) A medida qu? 1as células estén on fase de crccinicnto cxponcncial

[ eccimiento exponencicl ¥ Se mantience Surcinie
2 estacicnarin y 21 inicio del decl

In prezencic y - ctividad de activido

24 horas,encontrindose 1la maxima densidad a las 120 hores

b) Particndose de unt concentracion dc glucosa inicial Ge 153.5
g/ dl ,el consumo maxicmo se cnconiro a las 741/2 horas(126,95

ng/al) correspondicndo 2l momento de crecinicnto cclular cn

de glucosa inferiores 2

e estacionzria.

cial ,observaumo - uan aumento paralclo de la conceniraciones

de lactato cn el zedio, direciamento relacioncdo con wil QCS—

) censo del pil y[slucosd)
dy Ic produccién Ge anticuernos monoclenales ocwrse dwns te 1a
ase @

iz fa-

3) Entrenazicnio en 1le vecnolor':u-. de cullivo nnoive de uibiride-

. s "in vitso"

- 3.1 PRCDUCCICH DB AITICURLRD P03 LGHCCLOMALES PO CULLIVO X

FINRA MUECA  VITAPIDSH ( MSICOIT)

o3 niciems Ksicon conztituye wn aftedo alier-

nutivo Je nrodw wccion mesiva de anii

REITOS TORCCLONLDN . vl

aismo esbd constiiuigo por: &) wa cartuciho ITomwiid Al Wi

) dides de Tivrn,con 2 compartimicntos

cl cspacic intrrenni~

1zr o lwacn de las fibras,y el espacio extracupilar,domic
I p

se preseata ¢l crecinicnto ccluler

coinper con mcdio (reseivoriol: c)

d) tubou de gosst y filtros.c) j ua

podo cste svistena colocwdon 372C .
Desar.ollo

a) Hontaje del siztman]: Se realizé en

- 4-

en olin deasidad;  b) wa
vonba de cizculacion i

2iitador angnetico @

. - /.
condicioncns coteriles




bajo flujo laminar . Sc permitid 1l circulacion de wi 1itrode
medio . RPUI-1640 con gcntam.cm ¥y 10 wlf OEPES,libre de cucro

duranté 72 heras con €l objets de eliminar compuestos %oxicos.

b) Preparacion y sicobra del indculo : El hibridoma expandido
como se¢ indico en la parte inicial de este informe,f& anticverpo
6&3-&oculado al espacio exiracepilar de la fibra (CS)
a vna concentracion de 4.37 x 108 células/ 5 ml de medio de
cultivo. )
c) Condiciones de la corrida
c.1l) Ie velocided del medio o través del sistemz se inicid
’ con 60.12 ml/ nmin , auwaentdndose desde las 144 horas
hastz el final de la corridz z 106.38 rd/ min. Lo di-
reccion del flujo fué invertida inicizlmente c-éz 24 ho-
mas ; cundo 1a deasided celuler fué conziderable, el-
. mismo fuc cembizdo cada 12 hores.
Se recaplozzren los filtros cuando se obserysd mercada
*  pulsccion de los tubes de goma.
c.2) Al inicio de la corrida se utilizdé medio R%I.con 10 5 de
suero fetcl bovino ,sicndo reducido a2l 57 a pariir de ias
120 hoizs .De acusrdo a los pormetros metabdlicoz medi-—
dos en ¢} espacio intracapilar (medio metabolizuiz ) oo
Tealizeron logs cambios necesarious de medio 1esco.
d) Faranmetros medidos: Z1 contrul de las condicionss de cultivo

se realiznd widiendo los Siguientes pardmetros

-

o9

.1} Diarisnemie o, concendracicnes de cluconn y luclato.
4.2} Teridliczmente, se removid medio del U3 y 5o dnterming

la actividad del producto wor hemnzlutinacicon Girecta.




v~

Resultados
Se presentan tabulados los parametros medidos en el espacio

intracapilar durante la corrida

Tabla 2:
tiempo(horas) pR glucosa lactato
mg/dl ng/dl
0 . T-43 151.2 17.9
42 7.22 82.4¢€ 8.7
£5.2 7.04 . 80.79 74.8
68 7.04 . 63.75 91.8
- 92 7.00 52.12 96.3
" 118.5 6.91 95.51 87.95
142.5 6.95 - 64.97 82.42
154 - "6.99 -  84.86 -
184 6.39 73.07 -.
210 6.71 36.22 96.29
232 7.12 109.5 51.54
264 - 145.2 0.839?
283.3 6.97 75.54 76.23
307.17 _ 89.55 62.03
331.35 7.06 99.08 6.11
354.15 6.96 . 81.51 73.21
376 €.99 110.5 60.57
1435.05 6.97 96.29 74.03
425.04 . 6.97 93.92 102.9
449 : 6.96 82.11 73.81
A71.1 7.01 95.66 79.13
504 .45 6.91 74.73 85.97
519.5 6.85 92,34 73,22
543 6.87 80,44 76.96
567 .98 32,38 73.85
574 6.91 40.44 82.90




Tabla 3

. Se presenta tzbulad@s 1a activided del producto:

c)

tiempo (horas) volumen extraide titulo de hemaglutinacion

(1) .

92 5 ' 128

" 118.5 5 480
232 20 1920
307.17 15 7630
400.05 15 7630
449 15 3340
543 20 4194304
574" - 5 131072

'S

De los paranetros medidos pedclds oLseIVar:
Desde el inicio del proceso Se observe un metsbolismo alto,

indicando que no se preseatd um fase de latencia

. Taz conceniraciones €2 glucoza 7 lzebato en ¢l medio invra-

carilar, fucron mantonidas deatre do un wango nromedio gque
. - . : . 7 -

pernivio wi orccimiecnte celuler ¥ acumulacion de Ac lio.

De acucrdo a los titulos de homaCGLUTINACION obtonidas po-

3 A ane

o 1as diferenics coscchas del 137, podemos deduciz nue 1a

Pl

concaontrnicicn de anticusrpo:s lsnoclonnler ué en auncnho

ProETenive.

3.2) LUCAPSULACICH &3 ALGINATS D3 SodIv

04ro. método aliernative para lz vroduccion masiva de
AQo on el cncapsulumicimio de 1o células en oliinzto

dec sodio . '

1 encapsulanicnto pemsitc obtener mayores concentiracio—
nes celulares,pucsto que sc aumenta el frcz de  creci-
micnto .Eslo hoce posible awmenior la produceion de lou
anticucrpos monoclonilen.

Fetodolosin

pridAdA A S

. ,7—




lietadolngsin

En cste caco sc utilizo el hibridoma ORT3,cl cual fué expandi-
do en cpinner. Alcanzando la densidad celular og »nemd..(GO}:lOG
cel),las células fusron ceatrifugadas a 800 rom por 10 mimutos.
El pellet obtenido se resuspendid en 39 ml de medio DNEX 10} !
Esta suspension cclular-fuc‘ nezclada con iyual volwmcna de una

..oluc16n de ‘.lg:mato de sodio al 2% y luego transferida a unz

jeringa con aguja 22 /2 G. Ia mezcla fué goicadz en forme uni-
forme sobre waz solucion de clo*‘u.ro de ceoleio 125 il (190 nl‘

colocada en un agitador momeético o velocidad minima . Ios mer-

lac fucroan lavodasz sucesivencnte con medio lic Coy y finnlmente
resucpendides on un nedio DR 157 ES y cultivadas cn wa fros
co cpimner de 259 ml de canacidad . '
Diarianente -c realizaron las siguicntes determicacioncsa
pII‘ , conceairaci s dée zlucosa ,luactato y actividnd de

.-'-.ciio. Tambicn ce determind el udmero de edlulus / o de

*)er as oy *.ri:.bilid::d cclular ,p:f.ra 1o cun)l loT miosiacs Jueron

disucltas en w1 volunmen adecuado de koA SO,

Lav )

Resultedos:

Se precenien en la tabla 4:

Tabla 4 '
19¢ i Glydgsa iabilida

ot S O Sl ot “ufffinto VIaYitidad
0 71 364,95 =
ilhoms) 74 314,6 - - ,
| 7.3¢ 27%,7 495106 75,6 28
z 713 160, 1* 3,9 Tk €36 25
3 7232 3c4,9 7,737105 30 625
4 7.47 i80,2% 2coxi0® 20,9 €25
5 721 165, 1% 3,761 0¢ 26,53 3125
6 7.03 :50, 1+ 4 a/no‘: 54,7 15425

r

7 6.95 102,6¢ 2,170 7z >78.125
3 6.68 rui 2,5 b 8.8 >78.125

nd no Jeterminado
+ ge reazlizd ¢l cumbio de 100 ml de ncdio fresco
8

e determing 1la prescncia de enticucrpos wediante Lz tée-
nica de EZLISA sensibilizando con anti-IsG de ratdn.
Obscrvacion:a pertir del 42 dia, ze observe la presencic
de clusters cn ¢l interior de lusperlas.

La determinacion de lactato no fue determinada.

- 8- =

RE




3.3) CULTIVO DE HIDRIDGHAS Eii SACO DE DIALISIS

. Ctra técnica desarrollada para el cultivo de células

- a altas densidades y concentracion de un producto’ en

. forma pura y a un costo bajo,ha sido el cultive cn sacos
de d@ialisis. - . o
Eetodologia: .
a) Indculs: 3¢ trabajod con dos hibridomas :el =nii-B
y el CX13, cicndo el indculo del hibridomn OXT3 1.5
- x 10% cel./ ul en un voluameca final de 10 ml de medio
EERZ 10 7 IS,y el éel anti-B 0.4 x 10%ce1 / ml ca un

n
voluzer final de 10 nl de medio RESI-16GAD con 10 &

N
v de iS5
. b) Trateniento de los sacos de Qiélisis: Se utilisoron
) ’ sacos de 2.4 ca de diwmactro por 7 om de longitud 7 wn
,  cut oif Qe i4 Xd. ‘ .
Con =l objcio de eliminoaxr sustoneians toricas {glicerol
. sulfuros,nciales pesados,cic ) se sonchicron los cacos
2l siguicnte wroceso de lavado
b.1) Dos veces en ctansl al 50 1.
b.2) Dos lavados en bicarbonzto de sodio 10 il
b.3) Dos en ZDTA Imit,
v.4) Doz en agua destilcedn,
Los lavados fucron de win hora céda wno ¥ en epitacion
Diches sacos Ge dialicic fucron almacenados cn deido -
. cético ol 1C 5 a 490,
t) ¢) Montaje: Los sacos de dinlicis lavades fueron anudados

T cn uno de suz oxirenmos , mientius que on ¢l otlo ne ca-
locd wna cénula de plesiico con 2l fin de fecilitor la
mnnipulacién. Luego se cnerilizaron 2 horon on agun des-
tilada 2 ebullicidn. @atos sacos fueron inoculaios con
‘lac eélulas en li concentrocioh establecida y luego anu-—
dadas cea hilo estéril,retizcndoce la cdnula:Ios sacos
fueron intoducidos cn tubos de 21 em de largo por 4 en
de @igmeiro con 50 ul del medio de culiivo,

Ia incubacion se realizd en cgliacidn cn siutemn de 1ota-

cidn a velocidud minima o 379C.
—5‘-




Reasulindoen

En la tebla n® 4 ze umucstrun los resultados obtenidos

al medir conswno da glucocsa para ambo3 saces de didlisis

Table n? 4§

Dias de cultivo Ceniedimasde pli *  Cosedaucade ph **
Glucasar Glucosnt® X
(my/&d) Cwgr /dLt)
0 364.2 7.4 157.5 7.7 3
1 321.5 7.3 127.1 7.53 '
2 311.2 7.33 131.1 7.4
3 273.2 7.4 102.5 7.14
. 4 233.2 7.22 n.d. 7.02
5 138.3 7.22 . - -
6 R{s1e0 7.5 - -
': 'DKT3’ inocuiv 1.5x1C Sccl,c':;l.
o anti-B,indeuio 0.4 = 10° cel /ml.

Los datos sotre la comzzatracidn de glucosa en €l medio fue-
ra del szco de dialicis con do importancia en el scf;'.zi::.icntc
de los cultivos ,ya ~u2 es el inico pordmeirs que nucda Ser
determinado .

El mimere 2o ceélulas ,vinbilidad y actividod de

X
0
(=N
I3
(34
n
e
i
ty
bl

anticuerpo =on finalisedn la experiencia,on la

tabla n? 5 seo omestival dichos resulindos:

Tabla n? 5

oK13 ol -0

ne de célvtas vio® 50 40

% de viabiLid ad 633 84,2

Anticoerpo D0.en ElisA Titvlo de, hamalu'i(muo.;f\ :
> qe ol Wanite 13046 721,

Superion (hovhe
dilocion: 2HI25)

-0~




4) PURIPICACION DEL ANTICUERPO KONOCLONAL POR PROTEINA A-
SEPHAROSA ’

Se realizaron 3 purificaciones del AcMo anti-B a partir

de los medios del espacid extracapilar de la fibra hueca

( AMICOH). y '
.?.letndolog; a .

Las muestras de cada purificazcidn previa filtracion por
0.22 4 fueron pasadas por unz columma €10/10 (Pharmacia)

.- conteniendo 10 ml de proteina A—Sepha.rosa.. Una vez equili-
bradz con el buffer Tris 0.05 ¥/ 0.15 Ea C1 pH 8.6 hasta
alcanzar la linea tase ,pasamos'la miesira con u n flujo
volumétrico de 0.8 ml/min. Despues de pesar la muestra,se
1zvo con el mismo buffer hasta recuperar la linca bz3de. A
esta fraccion no unide de la columna de denominé Pt ( flow
through). '

Debido a' que no conociacos ¢l isotipo del Jiciio a
purificer,se 1e:lizd la elu:ion -sucesiva con div;zrsos bu-
feres: a) W.ffer fosfato 0.05 Y/ 0.15 X Ha C1,pi 7.0 ; b)
buffer citrato 0.05 i / 0.15 & Hall, pH 5.5; c) buffer a-
cetata 0.05/0.15 I iaCl pll 4.3 y &) buffer glicina .05 i/ -
0.15 I NxCl pil 2.3 . E1 anticuerpo eluide fué neutrzlizado
con Tris base hasta pd 79 .

Pesteriormente lu colwanz Tué
lavada con buffer Tris 0.05L/ 1X NaCll pil 8.6,buffer d y
por ultimo con buffar de equilibrio . Ias fracciones ob-
tenidas fucron dializadas en PBS pll 7.2 por 48 horaz .
Las fracciones obtenidas de cada purificdecioa fueron censa-
yadas en su activided biologica por hemaglutinacion direc-
ta, y la pureza de los difercates cluatos medianie cleetro-
foresis en geles de poliawiiwaida al 12.5 7L en presencia de
SDS e©n condicioncs nativas y reducidas y en algunos casos
en geles de gradientes de 8-25 7% TPhast-System (Pharmacia).

1) Primera purificacion: FPucron purificados 15 ml de una

-




mezela de BCS (118 y232 horms) en las siguientes condiciones

-velocidad de registro 0.15 cw/ min.
-flujo voluwmétrico 0.8 nl/min .

En lafigura n? 2 sc muestra el cromatograma de la priﬁcra

purificacidn ,en la figurd 3 se muestra los SDS-PAGE al

12.5 = y en gradiente 8-25 % (Phast-Gystea ) en condiones

reducidas y tefiidas con plata ,mostréndose una baja concen-

tracidn del anticuerpo purificado.

2} Segunda purificacién: Pueron purificados 33 ml de una
mezcla de ECS (331 h,449 h y 543 h ) en las siguientes
condiciones : )

-velocidad del-regisiro: 0.05 c/uin '
flujo volundtrico :0.4 al/min

Pucsto que en lo primera pwrificacidn nv hubo clucion de

picos con buffer fosfato,csté fué eliminado de los passs °

de elucidn . ‘

En 1la fig. 4 se observa el cronato;famu de
la segenda purificacion,mostréndosc 1z zecuencia de clu-

' cidn con los distintos buffers. Ea la fig 5 se mx;;stra

cl SDS-PAgE ,12.5 % cn éondicidncs reducidzs y teaidas
con Coomcasie Dluc. Se obzerva altd eoncentration ded AHo.
3) Tercera purificacidn: Pueron purificados 40 ml delilS Ze
574 h cun las siguientes condicioncﬁ.
- velocidad de registro:0.05 cm/iin.
- flujo volumétrico:0.4 ml/min.

’ : ’W“l . . -
En esta purificzcion se utilizofelucion del pico del antii-

co que ¢l uso de glic.na pil 2.3.

En 1la fijura 6 se muestra el cromntogruma de la icrcera
purificacidn,donde se oﬁscrva la secuencis de elucion con
los distintos buffrs.

En lu fig. 7 sc macstra el SD5-PAGE al 12.5 7 cn condicio-
nes reducidas y tenidas con Coomussic Dlue: Tumbiea vbivrvamod
VT2 contenlracion del AcHo,

- 12~
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FIGURA n? 2 Cromotograma de la purificacicn n? 2
voluuen de 1z mestra 15 ml 3 buffer de union: tris 9.05 I
il 8.6 ; wZffers 4. :lucidn: 12 foufato 0.05 /0,15 a1,
#ii 7.07 22 citrato 0.05L/015 IfaCl pil 5.5; 32 acetato 0.05 L/
0.15 I# HaCl pil 4.3; 42 glicina 0.05 1/0.15 I'J'I:'.Cl’ pH 2.3
buffer de regenerzcidn:glicina pil 2.3

flujo volumetrico:0.8 ml/ min

velocidad de registro :0.15 ew/min

Actividal de AcHO en lot preos por l\e-ﬁgm"‘a“‘;"= el picw con aclivi -
dad tve ol n=2 con vna ol de 256.
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Fig 3 SDS-PAGE de las {racciones obtcnidas:
2) al 12.5 < en condiciones de reduccidg,tenides con plata
Log carriles correcpenden a:

- canal 3: maestirn precolumma - eancl b :flow through

- - canal ¢: pairén de peso molecular(mycasal d: nico 1(p 43)

- canal e: pico 2 -canzl T: pico J(Pﬂ 8.{,)
4 ('" ‘.!3)
b) cn gradiente dc & ¢ 15 ¢ ,vajo 4 concicionsc difereonies
—canal a: palrdn de pegc molcculzyr (Pmd).
-canzl v: muesira del pico 2 diiuida 4/5 en wufier con
Teta rereanptociansl y hervida 5 ainuiszs
-cancl cimaesira Gel pico 2 dilmida 4/5 en Lulfler con
bete mercoploctanol y hervid-. 19 minutos
~cansl d:micsira del pico 2 diluidz 39 an wulfer con
beta asrcontoltanol y hervién 5 ain.
-canci e:mucstra delpico 2 diluida 3/5 en bufrer con

bete merecaptuetanol y lhiervida por 10 ninutos.
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Cromatosefia dela purificieidn n? 2
volwaen de 1a wmuestre 33 nl
buffer de wion:triz 2.05 1 wi 3,7
buler de elucion:l? citr:te 0.05/0.19% Lxti, O ]
2% acetato 9.95%7/6.15K
32 pslicina 0.050/5.152

buffer de regencineidn:licinig#, )

flujo voluueirico : 0.4 ml/ ain
velocidad de regint1o:0.9% e/ .n.

Adwidad de AcHo wn los piws por rvmnahlo'ﬂ-?du"‘:
3¢ Cnwake aebividad v los P02 ((wa un-tliivio de
47 ¢ |o"'7 e (onvatitaly de €1).
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Tig. 5 SIG-D5E 21 12.5 5% en céndicioncu de roduccidn

de lcs

frocciones oLicnidos de lu puri bicacion 2

tenidzz con Coomissie Dlus

Loz cancles cerresponden o

—-counl
-canc”
-canci

-conal

a:pre-colwna.

B: flow tarough(Fi).

c: PPM.,. -

é: pico L(pA 43)

c: pico 2(pP 23) .

£: nico 3 (M 59

pico 4 (Tas 1M noct ph 8.4)

5 (Tais 150 mM Meall r" B.G)

h: pico
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Yig 6. vromilogsaTin de 1a surificicisy n®
volwien ¢ 1a mmestyn 4G ud.
Wfler de walsnstric 0,05 10,000 5.7 R
tufier de clucion: 12 citrilo 9,30/
2% cilrials DUORISG,1
32 Zdein 5.550/0.150 DL a2l :

A

tufler e regenscracisn:tris 3.9 Y,0H T Ty ghena g0 ol 23
flujo volwicirica: 9.2zx1/nin
velocidad de resastro: 9.05 ca / ~in. :
Adiv-dad de ks en loc picsss por e maghbnd@con = % coonivg ’
dctividod  wm oy Ples 4 (onl il de 327¢¥ yprwd
CeonWivlo Jo. 0.
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SDG-PAGE =l 12,574 en condicioncs de reduccidn de

las freceiones obtenides de la purificacion 3,te-

nidas con Tooanssie bluc.

Los carwilec corresponden a:

~canal
-canzl
-canzl
-canal
-canal
~canal

-canil

?re-colwmaa.

Tlow Th;vough

P,

Pre-pico 1 pH 3.5)
Pico 1: (ph 35)
Pico 2.( pH 2-3)
Zico3. (pH 5.5)
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CONCIUSIGHES

:Tanto las actividades teoricas como prd&ticas fueron culminadac.
Con respecto al trabajo experimental,sc cdquirio
de la experiencia nccesaria para la produccion masiva de aati-
cucrpos monoclonzles. Ex lo referente al montaje de la fibra
hucca (AICCN) hemos obtenido resultados muy positivos,concen-
trandsse el Acko anti-B con cierto gtado de pureza y altos
t{tulos de hemaglutinacion . Ios rcsultados obtenidos encap-
sulando céluias en alginato,cstando ain en curse han permi-
tido 1la obten~ion de Acko concentrade. Tambicn se realizo cl
moataje de una técnica zlternativa como es ol culiive en sacos
de dizlisic. Del misas obtuvimos muiy bucnos resuliados concen-
irzndose bien los Alir; OKT3 g B (\‘d-:z'“l“l: de  djevedts tncedoe
Se purificaroh lo= sobreaxdanies cel
E;S de Tibra hucea de Amicon por proteina & scoharosa. Ce-
obiuvo un cierto grodo de purezc puesto que on 2osSUS-TAGE
aparece una btonda enire 67-94 ¥d, que posibleacnte sean agre-

czdos del Ackio,csto no pudo ser confiymado.
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