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. Contrato No. 89/70

Proyecto: Produccién masiva de anticuerpos monoclonales:
un esfuerzo compartido en Latinoamérica

ler. Afio de Actividades

Pais: Cclombia

Sequdo Informe Técnico (Final)
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MINISTERIO DE SALUD

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA

Dependencia LABORATORIO DE IRMUNOLOGIA

Oficio No.
Bogotd, D. E. Agosto 29 de 1.990

PROYECTO

"PRODUCCIOR MASIVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES"

Informe final del primer afio.

s X

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA . Bogota,Colombia.

Elaborado por: Oscar Orozco Diaz MD.
Laboratorio de Iomunologia
INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA.

1). Aspectos Técnicos:

Cont inuando con lo reportado en el Informe de Avance de Actividades
de Febrero 23 de 1.990, la labor principal se centrdé en la activi -
dad D4, es decir.en la caracterizacion y ptoduccién de ascitis del
hibrido secretor de anticuerpos anti-fosfatasa alcalina. Al mismo
ticapo se le confirio especial atencién a la normalizacion de la me
todologia que permita aplicar el sistema fosfatasa-antifosfatasa
(APAAP) estudiando especialmente la forma de inhibicién de 1a fosfa
tasa endogena y la optimizacién para su uso de los diferentes sus -
tratos y cromogenos.

Aunque relativamente extenso, creo pertinente enviar adjunta fotoco
pia de nuestros RESULTADOS pues este documento podri ser util tanto
para demost-ar el cumplimiento del compromiso suscrito en el Contra
to como para motivar e ilustrar a los grupos em otros paises intere
sados en este anticuerpo. Como informé en la reunién de coordinacion
de Agosto en Cuba, este anticuerpo estd disponible para su escala -
miento y/o uso por quien lo desee dentro de 1a Red Latinoamericana
de Biotecnologia.

Calle 1a. No. 9-85— Apartado Aéreo No. 17158 —Teléfono: 24643 85— Bogota, D. E.
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MINISTERIO DE SALUD
INSTITUTO NACICNAL DE CANCEROLOGIA

Dependencis  LABORATORTO DE IRMUNOLOGIA

Oficio No.
Bogots, D. E. Agosto 29 de 1.990

Aparte de las CONCLUSIONES que se mencionan en el numeral lo del
anexo, quisiera resaltar que dentro de los hibridos selecciona -
dos inicialmente, hemos continuadv nuestro trabajo utilizando el
F.A.8.14; el anticuerpo obtenido a partir de tumores asciticos
mantienen su buena reactividad con la enzima sin interferir con
su sitio activo. Nuestros ensayos de optimizacion de la técnica
APPAP nos ha permitido aplicarla para estudiar mejor los anticuer
pos contra otros antigenos que ya hemos producido.

{ Adenmis, de este proyecto hemos recibido otros beneficios, como

) el de adquirir la capacidad de obtener la fosfatasa alcalina de
intestino de res y el estudio a fondo de varios sustratos y cro-
mogenos para hacer mids versatil nuestra capacidad técmica.

Este trabajo sobre fosfatasa alcalina fué la base para la presen
tacion de Tesis de Grado del Sefior Miltén Crosby en €l Departa -
mecto de Quimica -~ Farmacia de la Univercidad Nacional de Colom-
bia, siendo este otro beneficio indirecto en la realizacidén de -
este proyecto.

El entrenamiento que r2al’.35 la Sefiorita Alba Lucia Cémbita en
Cuba en los meses de Mayo y Junio nos permitio comenzar a imple -
mentar la técnica de escalamiento intermedio de cultivo por escap
sulacion con alginato de calcio, objetivo que representa para no

. sotrcs un buen avance en la capacidad de aplicacion de la produc
cion magiva de anticuerpos monoclonales; el informe sobre esta
actividad fué enviado a la Coordinacion por el Centro de Referem
cia de Cuba.

11). Aspectos Administrativos y Financieros:

El primer desembolso programado de 7.650 dolares fué recibido a
satisfaccion y utilizado para couprar un lector de placas de ELI
SA, indispensable para la realizacion de este proyecto y que con
tinuard prestando servicio ep nuestra Imstitucion. Su costo FOB
fué de 5017.50 délares y fué adquirido a través del PNUD en Co -
lombia. E1 dinerc sobrante se utilizé para pagar los gastos de
viaje y mantenmiento de la Srta Alba Lucia Cémbita para el en -
trenamiento programado y realizado en Cuba.

Calle 1a. No. 9-85—Apartado Aéreo No. 171581 eléiono: 2464385 —Bogots, D. E.




MINISTERIO DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA

Dependencia LABORATORIO DE INMUNOLOGIA

Oficio No.

Bogots, D. €. Agosto 29 de 1.990

El segundo desembolso de 5.400 dolares fué recibido también a satis
faccién luego del envio del Informe preliminar. De este diuero se
separaron 2.200 dolares para financiar el viaje del segundo becario
a Brasil, que de acuerdo 2 la reprogramacion de actividades debe
realizarse a partir del lo. de Octubre de 1.990.Los 3.200 dolares
restantes cubren los gastos de comunicacidon (150 dolares). Informa-
cion (500 délares) y la compra de reactivos (1.550 ddolares).Quedaa
pendientes por ejecutar 1.500 délares cuyo desembolso esta programa
do para ejecutarse luego de la aprobacion del Informe Técmice fimal
del primer afio.

Cabe recalcar que debido a la recalendarizacion, hemos soiicitado
al Coordinador que se pueda ejecutar 1os 2.200 dolares dentro de
una actividad que se realizara el segundo afio (segundo entrenamien
to en Brasil).

Estamos a la espera de definir si VECOL (Zmpresa Veterinaria Colom
biana) suscribe los Términos de Referencia y firma el Contrato res
pectivo para el segundo aﬁo, en el cual se incluye como actividad
principal, la participacion en el escalamiento que se reallzata en
Brasgil en Abril de 1.990

T SV

OROZCO DIAZ MD.
Laboratorio de Inmunologia
INSTITUTO RACIONAL DE CANCEROLOGIA.

Calle 1a. No. 9-85— Apartado Aéreo No. 17158 —Teléfono: 24643 85— Bogotd, D. E.
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INTRGDUCCION ll

Desde el desarrollo de los anticuerpos amonoclonalls a par
de 1la hibridizacién de un linfocito previamente estimulado
células de mieloma en 1975 por Koelher y Milstain,este}f método
permitido un avance en los diferentes campos de la ciefcia,ya fue
por sus ventajas sobre los anticuerpos policlonales, ¢omo son
alta'espeCIflcidad.honogéneldad. crecimiento continuo,} capact
de inmortalizar 1la produccién de reactivos wmonogspecifidos
mediante el congelamiento de 1los hibridos a la vez que
produccién contra casi cualquier determinante antigénfco. Est
han cobrado mayor importagsitia y han permitido sy uso ca
herramienta en muchas areas. .

Entre ‘ilos campos ampliamente usados coso es el qaso de |
biomedicina, estos tienen wmGltiples aplicaciones: bﬂllcnmentc'
definicién de subpoblaciones celulares, tipaje de Figon
tejfdos, “determinacion de grupos sanguineos.hor-onn y otr
factores séricos, al igual que en el diagnéstico de on‘erledad
infecciosa y parasfitarias ,etc. En la oncologia a parte de usar
como instrumento de diagnéstico, tambien se ha ushdo en
busqueda de una mayor especificidad para el tratamiental al igq
que se *ha usado con fines terapeltticos pasivos i de otr
enfermedades. Otro de los campos Gtiles ha sido en el Ibgro de
mayor entendimiento de los mecanismos basicos |biolégic
envueltos en la patogénisis de las emfermedades y dlisis
productos génicos de la arquitectura y fucién celular.

Todo esto ha llevado a que se cree la necesidad del luso masi
de anticuerpos monoclonales, a la vez que se {mplemeriten nuey
sistemas tque permitan una mayor produccién .y facilifiad en ;
purificacién de estos para su posterior uso. -

Entre los diferentes sistemas utilizados para la roducci
masfva de .anticuerpos encontramos: la produccién "in vivo®",en
cual el - fluido ascitico derivado de ratones previamen
sensibilizados con irrfitantes como: pristane o aceite ;iner.l
fnoculados posterformente con el hibrido, ha sido la fuente
muchos laboratorios para la produccién de éstos, sip embarggq,
debido a ; los grandes problemas que fmpiden wuna ‘eticlente
purificacitn de estos (proteinas contaminantes) han 11bvado a la
creacié6n de sistemas™in vitro®, que aunque permiten unabnayor
facilidad para su purificacién, no deja de ser un problgnma.
Dentro de estos sistemas estan: los sisteass homogefjeos comq:
cultivos &n agitacién continua y sistemas - heterogendos cong!
fnmovilfzacién celular en microperlias, atrapamiento e matricds
porosas, macroencapsulacién en perlas de ‘alginato cultijo
fnmoviiizalio en fibra hueca, que permiten una produccign alta qe
anticuerpos. .. PEANS SV

A EER R R R EEL

»wo

oo —3




ORJETIVOS

de

purificacidn.

que’

acuerdo
parametros’

purificacién.
que no son la base del curso, pero

Con el

desarrollar

a

su posterior
dptimos de
Por dltimo,

Por

crear cantidades suficientes, 3
nuevos sistemas que permften una mayor produccién, facifitando

tanto, uno de los objetivos de este furso.
conocer, para posterformente poder aplicar en nuestros paises, |
diferentes ,s{istemas basicos

sus metodologias,

incremente en el uso de AcM,
tratamiento como en otracz

por ésto,

para el escalado de
teniendo

condiclones necesarfas para lograr una mayor eficienci
Ya que el useo

de estos AcM requiere

es

importante
diferentes
feplizar otras

éstos,” al {gugl
en cyenta

lo son fusién celular, expansién y clonaje de hibridos.
I

a.l

un grado de Ju}eza
establ:
métodos
técnicas d
que complementan a

se han degarrollado

ecer
,para

cultivo
coa%

ste,

: !
tanto en el dibgnosticd,
aplicaciones, se ha creado lafnecesiddd
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PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
A. FRODUCCION [N VIVO

Objetivos:

lograr una mayor produccién de AcM y realizar los]

:diferen
métodos para la obtencién de fluido ascitico.

Procedimiento:
Se tomaron ratones Bal/c los cuasles se obtubg el flu
ascitico por dos métodos: Primero: la via clésica la cual

realizé por puncién intra peritoneal, obteniéndose val imenes
varifan entre 2-5 wml./ratén, esta préctica es venta bca, ya
permite la obtencién del flufdo repetidas veces (2 3),f' de acue
al estado del animal. A 8

Segundo: . por via Unica, en la cual el ratén es sacrd
dislocac{dén vertebral, en el momento en que éste se :

Conocer las condiciones que deben ser tenidas en Tuenta p%ra

jdo
se
hue
hue
Pdo

su mayor produccién, es decir, cuando la cavidad abdbminal e
distendida a su méximo. Por este métodc, Ia tantidad &
varia entre 5-8ml/ratén. “ste método es ventajoso, ya B
una uayor facilidad de mangjo cuando se trabaja coi un naa
grande de' ratones. '

t
ConclLsiones: E
Las cobndiciones que deben tenerse en cuenta para
mayor produccién de anticuerpos, varian mucho, desde
ratones empleada, hasta el hibrido a ser usado, ya qu éste
diferente: para cada caso. En cuanto al ratén elegido, d
tenerse en cuenta, que e€rn lo posible debe de usarse}
cepa, el peso y tamaflo scn {importantes, ya que se relg
la capacidad abdominal del ratén. o i
Las condiciones de prefinéculo, es decir, el nonento@
logra una mayor sensibilizacién de! peritoneo del rag
variando la cantidad de irritante como el intervalo de}
se deje ; para posterfiormente 1inocular el hibrido,
previamente estandarizadcs, al {gual que el numero d
fnocular.!

B. P ODUCCION IN VITRO

I'la cepa

1) EITAPSULACION EN ALGINATO DE CALCIO .. =
LR,
Objot!vos ' :
Y estandarizar las condiciones dptl-ac dol hib ido__an
“stropto kinasa 130.
determinar s{ mediante conccntrnotono- bajag de sue

de ternero (5%), es posible lograr un crecinjento

PSSRy

.
v ’ ey [ rarrrs o1 - - . - e

lograr yna .




celulnr y produccién 6ptima de anticuerpo, e
.co-paraclén a una alta concentracién de suverd
! ternera (10X%).
- determinar en base a la estandarizacién preyia si es
posible disminuir concentracién de suero conlo sin la
compensacién de factores de crecimiento (HEéS) en la

fase de cosecha.

Materfales y Métodos

- khlbrido anti{-sk/130

-~ imedio de cultivo: DMEM
- lsuero de ternera (ST)
- :alginato de sodio §.6% t
- icitrato de sodio SOmM/EDTA S50mM PH 7. 2

- icloruro de calcio SOmM/NaCl 100mM pH 7.2
- (frascos spinner de 250ml.

- ‘incubadora a 37 grad. P
- pg!tador 20RPH
- &actores de creciamiento (HECS: sobrenadante df_célula

'endoteliales humanas).

Experimento # i: Concentracién de DMEM ST opti-on

se touarod los cultivos de hibridos (estecionarios), prevla-on e

adaptados en medio de cultivo con 5% y 10% de suero dp terneja

(ST, pPor | 2 semana. Posteriormente, se procedid s r
segun la |técnica descrita por Martins Sinacore y
tenfendo en cuenta los siguientes parémetros: las cél
encontrarse en fase logaritaica, 1a concentracién |
alginato, .fué del! 0.8% a razén de 40 millones de célul
perla en 200 mi. de medfo con ST al S% y al 10%, obtent
concentracién final de 200,000 células/ml. de medio.

A partir del segundo dia de cultivo, se
diariamente cambios de medio evaluando: recuento
células viabtles Y no viables dentro de .las
sobrenadante, consumo de glucosa, e! cual fue valorad

( a la presencia de glucosa en e} sobrenadante _metad

. base a jn técnica estandarfzada por Sigma. La conce

: anticuerpl producido por mililitro de medio se determ
técnica de ELISA previamente estandar{zada, us
concentracidn de Sum/mi. de strepto-kinasa para cubr!r
96 _ pozos {(NUNC). Simultanearente, se corrié una cur
estandarlztda de ante mano.

ealizarbn
lular Ke
sferas |Jy
deacuergio
{zado, Ppn
racioén e

Experimento § 2: Deacuerdo a la estandarizacién
partir dol momento de cosecha "llenado -de las p
disminuyé concentracién de ST con y sin adicién
evaluando jJos parametros de crocilicnto. vlnblltdad y
l

glucosa. ol
. :4 . " '. . .
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Resultados: ! v

En el cultivo mantenido a una concentracién de 10XST se
observd que de acuerdo a la grafica # 1 se obtuvo un msa} :
crecimiento al dfa 4, alcanzando 4.75 millones de cell
perlas, posteriormente, el crecimiento empezéd a '
manteniéndose hasta el dfa 10, e] cual fué de 1.6 i}
células/ml'de perlas. 1
En la produccién de AcM, se observé una correlacién co
al crecimie: n celular, siendoo asf{ su mayor concentra
d4ia 4 de 50.6ug/ml. Posterformente, su concentrac
dissinuyvendo a medida que el crecimiento celular dis
observo que el consumo de glucosa es alto, durante el _: ]
el que alcanzé su mayor crecimiento, posterformente se $iéd que :
medida que {va cayendo el cragctmiento, el consumo fué amehor.

En el .cultivo mantenido al SX de ST grafica & 2 , 'su -ayJ
crecimiento se logré al dfa 3 obteniéndose 2 aufj
células/ml’ de perlas, posteriormente este decliné
mantener hasta el dia 6. La mayor concentracién d¢
observé ai dia 4 la cual fue de 1Sug/ml, luego, estal

la vez que: el crecimiento celular.El consumo de glucoga no ¢
muy marcado correspondiendo el pico méximc a los diag de mayadr
crecimiente celular. ' “
Deacuerdo a los resultados anteriores, en el cual observup
que la condicién éptima de crecimiento para este hibridg en DHqH
ST 10%, seapartfo para el segundo experimento. Se observé que .

diferencfa del! experimento anterior, la cosecha se lo
dfia noveno, alcanzandose un promedio de 3.62 wmi
células/nl;de perlas en ambos gpinner, para la, cual el
medio cada:24 horas, se realfigzéd a partir de dia 7 cada
con el fin de acelerar el llenado.Posterior a ést®
cambliadas las condiciones de nutrientes: DMEM ST S%/HE
DMEM ST 5% sin HECS, a partir de este momento se
deacuerdo a la griafica 43 que en el primer caso existe

diseinucién de crecimiento durante éste y posterforment
alcanzando su maxi{mo al dia 17 que fué de 3.85mil
células/m}] | de perla, y luego comienza a declt
concentracibn de fnmunoglobulina, a pesar del cag
condicfones: se obtubo un {incremento al difa 13 qu
13.8%ug/ml, i que posteriromente no se continuo valor;ndo po
finalfzacién del curso pero que deacuerdo a los ortos pirametro
este se encontraba en ascenso.el] consumo de glucdsa esta
correlacionaddo con el crecimiento, observandose un mayoff consum
en el que gste era alto. Para e] segundo caso se obs
posterior ,al cambio de las condiciones existe

disminucién) de crecimiento a la vez que la produccién [
pero este. tiende a establecerse, logrando ;nuevag

incremento knnto celuar ( 3.12 millones de células /al
como en la .concentracién de inmunogiobulina (17.35ug/ml}
15 y luego icomfenza a8 declinar. El consumo de glucosa se
correlacionado con el crecimiento celular y la produccié
aunque se observa que este contina a pesar de que el cr

]
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continua. esto es probable va que existe a la vez un na}or nuime fo
de celulas escapadas al madio (93.12 milones de célul
medio) que aumentan el consumo.

Conciusfones: -

Se ‘establecié que las mejores condiciones de es
CB SK 130 para su crecimiento se logran en DMEM ST al 1
su un crecimiento fue el doble al observado en DMEM ST
que existe un mayor aporte de nutrientes y a la vez de
viscosidad gue proteje a las células de las fuerzas
causadas por el movimiento, facilitando de esta maner
crecimiento.

Aunque el crecimiento obtenido al cuatro dfa en D
fue mayor al obtenido en DMEN-6T SX, al vez que la co
de {inmunoglobulina, de la missa forma que las ex
logradas por el laboratorfo, estos fueron menores a 1ol esperadp,
seme jando ! mas a un crecimiento estacionario. ° E‘to pueje
explicarse for el hecho de que al lograr un ndmero sufEclente

una saypr

células para la encapsulacién, no se tuvo en cuenta qup estas
encontraran realmente en una fase logaritmica para el homento
1a encapsulacié lo que hace que el crecimiento se afedte,
vez que estas células durante el acondicionamiento
estacfonario permanecieron en salgunas ocasiones pér
prolongadoc, sin cambio de medic el cual afecté taabién
creciniento. : .

Se vi@ que en el primer experimento el tiempo _
establecido al cuarto dia, wvaria mucho con el
experimento, en el que s2 logra s6lo hasta el dia 9, gestc puede
explicarse en parte a lo anterfor, es decir, las cond}«
las células no fueron las O6éptimas para el momento de
encapsulacién, o que como lo descrito en publlcnclonesL

( y Col 1989) éste puede lograse al noveno dia. Por orto Fdo. ha
que tener encuenta las caracter{sticas de cada hibrido [ya que
éstos pueden comportarsen diferente +POr 1lo tan P ser
aconsejablg estandarizar Ilas caracter(stical_proplas; de
hibrido previo a la encapsulacién. g

Posterfor al tiempo de cosecha, el cambio de las condi
medio afecta el crecimiento celular en ambos casos, au
el cultivo en que se mantubo sin HECS existe una d
tanto del crecimiento <como de la produccién de a
mientras .que el cultivo que se mantubo con HECS
disminucién en el crecisiento, manteniendose- la prod
‘anticuerpo, ésto permitiria concluir que en el HECS
algunos lﬁctores de creecimiento que de algd msodon fav
produccién de anticuerpo. :

|
|

‘ o ..
s -
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2 CULTIVO INMOVILIZADO EN FISRA HUECA

Objetivos i
- conocer el fundazento y mecanismos de manejo |
Endotronics a ila vez que las condiciones 6pt

deben tener en cuenta para lograr as{ una maa
produccién de anticuerpos.

Marerfales y Métodos
- AcM CB INF 2.8

Se procedié a montaje del sistema de acuerdo al
operacién, posterfor a su esterilizacion, se dejé circular medjo
con fines. de lavado y eliklhacién de glicina, de 24-48 hr.
Pacado este tiempo, se pasaron los factores de cyecimien
durante 24-48 hrs. Posteriormente se {noculé 150 miilones |
células/mll. y se mantuvo en flujo el medio fntracapsfilar (RP
3gr. de glucosa/ml), mientras que el extracapsular
glucosa + : SXST) se abrié al cabo de 7 dias. A partir
ese momento, se evaluaran: consumo de glucosa, prodliccién
lactato, y_produccién de AcM cada 48 hrs. .

Conclusiones k
La prqﬂuccién de AcM en biorreactores de fibra huec*, sole
logré observar algunas de las partes de menajo de est?. ya q“e

por motivo de seguridad, nc se nos persitio el manejo) por otko
lado, la falta de tiempo no nos permitio valorar los parémetrps
6ptimos que son requeridos y que pueden influir en ung mayorjo N
menor produccién de AcHM. ’
(B
!.
11. PURIFICACION DE AcH -
Objetivos — : !
- conocer las diferentes técnicas que se realizan } para la

purificacién de AcH, tyniendo en cuenta las dif ?entes
condicliones necesarias que se deben seguir para |lograr a8
mayor purificacion.

A. Ciomatografia de Intercambio lénico -
h
i

Objetivos } -

- eihandnr!zar las condicicnes en las cualei se fogra un
-qyor acople de anticuerpo s la resina variandp las
condiciones de pH del buffer usado. ,

- determinar en qué condiciones de gradiente conlinuo de
fuerza i6nica se logra la mayor purificacién de} AcH.

- determinar si sl disminuir las condiciones de radfent

se logra una {gual purificacién de las Igs varjando
ademds el volumen final de éste. ‘




Materiales v Métodos

- AcH CB IFN 2.4 a partir de flufdo ascitico
- matriz: DEAE-SEPHACEL

- Buffer Tris/HC! 20=M pH: 7.4,7.6,7.8 y 8.0
- Buffer Tris/HCL 20mM pH 7.6 NaCl: 0.2,0.3,0.54

1. ¢ Acoplamiento del AcM: EI experimento se
acuerdo a la técnica establecida por el Iaboratori
para éste. las condiciones de pH Buffer Tris/HC! 20m}
sfguiente ‘forma:

a) pH 7.4°
b) pH 7.6
. c) pH 7.8 .
/ p d) pH 8.0 . : )
: Para valorar las condiciones’a las cuales se obtiene el saygr
acople a! la resina se realizé un ELISA, previamente ’
estandarizado, usando Interferén alfa 2 recombinantd en usas
concentracién de 10ug/ml. ; i
2. ¢ Evaluacién de 1la concentracién del grafiiente ge’
R elucién: ﬁara la cromatografia se realizé Ila técnica eftablecifia

por el laboratorio teniendo en cuenta las siguientes condicione
flujo: 120ml/hr, coleccién 2 mi/min., vel. de papel: V. ln-/n!

vol. de muestra aplicada Sml y sensibilidad 0.5 A. l .
Para valorar la concertraién de gradiente, en la cual s¢ logra ‘a
mayor resolucién del pico de purificacién, se Eeatlzar n
valoraclo@es de la siguiente forma: )

1. Elucién con Tris 20mM/NaCl O.SM pH 7.6 vol. final 2DOal.
2. Elucién con Tris 20mM/NaCl 0.3M pH 7.6 vol. final 260 mi. .
3. Elucidén con Tris 20mM/NaCl 0.3M pH 7.6 vol. final 500ml.
4. Elucidén con Tris 2CmM/NaCl 0.2M pH 7 vol. final 2pOml
S. Elucién con Tris 20mM/NaCl 0.2M pH 7.6 vol. final SpOm!
La valoraci{én de la pureza del pico se realizéd por electroforesjys
( en gel deipollacrilanlda (PAGE). ;
1

OO

Resuliados
El mayor acople del CB IFN 2.4 se logré a pH
tanto los ffgufentes experimentos se trabajaron con este. ;E :
Nota: Esté dato fue obtenido de los trabajos pteviament
estandari{zados, ya que por fallas en el sistema de tes Pje no ¢
logré comprobar. !
Se obsetvé que el mayor pico de resolucién se obti¢ghe usan
un gradiente de elucién que varia de O a 0.3M de i
v ‘volumen f}nal de 5S00ml (fig.3), donde existe un
L contaulnac*bn con otras proteinas:Albumina y transt
R inicio y ina! del pico. Usando una concentracidén
gradiente {de elucuién (0.5M) o al disiminur! .el vdlumen,
eflciencialque se logra en la resolucién es menor. obse
una mayori contaminacién con otras proteinas. Al dism mulrlo
concentracién del gradiente de elucién (0.2M) se logra
una resolucién del pico de las {Inmunoglobulinas propfrcional
obsrrvado en 0.3M, aunque los otros picos no presentan

i
;6 por ‘
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resclucion fgual. pero estos no son de nuestro interes '

Conclusiones i
Se establecio que las mejores condiciones parajflograr {ina

purificacion de anticuerpo se logra usando un gridiente |de.

elucidén que varia de 0 a 0.3 de NaCl en un volume final|de
SO0Om!.0Observandose que la elucién del pico 3 de as
fnmunoglobulinas se Infcia al rededor de 40 a 60aM dé NaCl, por
tanto es posible disminuir la concentracién del grjdiente +de

elucién, sin embargo, es {mportante te..er encuenta .bl volusen
final ce este, ya que a wmayor volumen wmayor resolucién ylal
auamentar gradualmente el gradiente permite ina -aﬁor

resclucidén.Fge tanto esto es aplicabie para econofiizar tapto
reactivo comc tiempo en la purificacidn.
.-

B. Cromatografias de Afinidad

Materiales y métodos.

AcM: CB HEPATITIS

- Inmunocafinidad: Matriz: Sepharosa 4B activada c@in CNBr
' Buffer fosfato salino (PBS) pH
, Buffer acople: PBS pH 7.2
4 Butfer elucién: Glicina 0.2M pHE.S

- Proteina A: Matriz: Proyteina A Sepharosa. .
4 Buffer acople: Glicina-1.54 / 3¢ NaCl #H
; 8.9. - |

1 Buffer elucién: Ac. Citrico 100al pH 4.0
5 t

.L» dromatografia se realalizé deacuerdo a | técnica

estandarizada por pharmacia.Para verificar su pureza s ; real {&26

por PAGE. i

] -

Resultados

Se observd un pico de elucidén de alta pureza Kara capa
caso. el cual por electroforesis no .presenﬂ 'bnnd?s
currespondientes 8 otras proteinas, se viero bamndas

correspondientes a la cadena pesada y ligera de la IigG, Aunqbe
este AcM es bi-clonal, la IgM no se observd, ya que la [huestra de
elucién no fue concentrada.

Conclusiones
' Se vio que la cromatografia de intrercambio 16n
una purificacién de AcM alta:70-80% que para |
necesario:la combinacién con ytros sistemas como purif
sulfato de amonfio o filtracién en gel, a diferen
cromatografia por afinidad, la cual facilita 1a purifd
un solo Iaso. elevando la especificidad y rendiafent
que permite el manejo de grandes volumenes, obtani
pureza alrededor del 95%. Por tanto esta Ultima es mis

- wc i wp ¢ g




en cuanto

a tiempo y reactivos,

Objetivos

Mater:iales y Métodos:

- Células de mieloma : P3/653

ELISA prevganente estandar{zada,
) 10ug/ml y LPa Sug/ml.

Resuliados
Se prdbaron aproximadamente 524
los cualesise obtubieron 25 AcM que
cloné uno y 2 AcM que reconocen LPa
Ultimos AcM siguen en estudio para
especificidad para LPa.

( Conclusfones

' El rendimiento de
que no se halla realizado el
logrado fue alto, aproximadamente el
se logro por el momento
antigeno especificamente.

€encuenta su costo para en memento en que se desee s

i, FUSEQN CELULAR: Producci.sn de AcM ant{- LPa.

| a
,
Reallzar y conocer lIa metodologia para la obtenci de AcH.

- Células de bazo previamente estinuladas contra LPa (3
dosis de S0ug/ml c/15 dias, la primera con A
subcutaneamente Yy segunda y tercera
; Intraperitonealmente). ... f
' Nota:Debido a que es una fusion a manera de conpcimientp
de la técnica no se realizé booster, ya que Ijs '
' condiciones de estado del ratén no lo permitis. - i
- Medio HAT .
- Medio de lavado RPMI I-
., - Platas de cultivo de 96 pozos :
: La técnica se realizo a la descrita por Koelher y!Milstain.

La seleccién de los clonos positivos se realt{zé por écnica de
usando como antigeno AFD B (LP?&,
!
e

booster,

stos
comprobar su estgbilidad
la fusién celular fué bueno, a pesar dé
seleccionar 2 AcM. 3

4
sin hay | que tener

elecrionar. -

embargo,

la
- !
pozos de un total 872, de

AP0 B dé] que
que se clonaron.

reconocen se
dos
!

4

el
80%,

porcentaje de
a lo esperado

ficliencia
del cudl

g -

que -recdnocen
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. VALORACION,DEL CuRsg

PRUDUCCION Masiva DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

'v selacion aj Frograma los objetivos se lograron cum
teet 3] pAaeg, dentro de las técnicas dessr rol ladas durant
s~ hizd eénfasis  en aquellas que nos pPermicen la posi
leqgravla reajiizar en "wuestree paises, por ser estas s
fosto vy taci) accesibilidad de métodologia. :

'or otro lade las personas que dirigen el programa ¢
qrar. capacidad y experienciq la cual ec¢ trasmitida junl
coaroc imjentos técnicos.

E

- ‘1
tes laboratorios Cuentan con toda la capacidad y tecno ogia qu;
farvlitan yn desarrollo Y sequimiento del cursgo.

s ]

tv:iete uan gran énfasis en la‘ﬁ?éctica manual de las teéc
Que es muy  ventajoso Ppara nosotros, Ya8 que nos permite
dpsemvnlvimjento Para su aplicacioén en nuestro paises.--
ebemos sedalar que existieron algunos experimentos Que
ffe tiempn do se completaron, como por ejemplo el cu iivo en
bicreartar, ' debido a que el curso fué reducido
e enc 13 dol grupo anterior, sin tomarse en cuenta pr
1a e¥peraencia practica de los participantes, ademds
realirado casi terminandose el Curso, por tal motivo sug
hallas  ung reestructuracion del Programa para que expef imentos;
crmo este sean en lg posible realizados al inicio del }rograma
con el fin de mayores ‘ogros. ;

' 3
Por otro lado la falta de un pragrama mas detallado impo,ibilitaf
la agilidad del CUrso, ya que por estar solicitando explipaciones|
dicionales del Programa, hace que se pierda mucho tiemio, pues|
la mayor ia de las personas a cargo tienen sus propios trahajos.

"or otra lado pienso que no existe correlacion entre el
o hospedaje, Y3 que los servicios prestados en el apar

]
osto y1
fueron deficientes en materia - de limpieza y acomodamient

amento,'

de laj
Tucina. |
Respecto a 1a disponibilidad de material de escritorio 'acceso
fe fotoropias esta fué poca. Pienso que deberia ser témado en
~Jerla porque ayudarja al mejor aprovechamiento del cursoj
Nuisiera queiestos puntos de vista fueran tomados en cue a para

e en curso? posteriores se logren mejores resul tados.
!
i
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