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~" PROYECTODP/LA/83/003

~ "PRODUCCION  MASIVA DE’ ANTICUERPOS HONOCLONALES"'UN'"KSFUERZO "'.':T"‘"" ’

- CGHPARTIDO"!R’LATINOAHER

— K7 DR."RODOLFO"QUINTERO

~ De: ~DR-—LUIS-E. PLAZA - Coordinador ECOADOR ~~ ~ " "7~ "~~~ ~—"~—" — -~

ICA™™ T

-"Director Gemeral PRB™™ " "7 """ T

°*EBte‘*tﬂfUtlE‘"éS‘pUBterIor a nu€stra reunidn de la&ﬂabana en el

'uas'de—agcsto“deI'QO" PO

o, pantia T de T trabijo eh el CIGB de Habana por parte de Monika

1.Zrino (Octubre-Dicliembre

de efectuar las dos pasantias en los laboratorios de CIGB en Cuba -
rino y de Rosa Barba en el "Butantande ~

“'pbrP—parte”'de nbnika Me
) Braztl‘“'”‘

Con esgtos antecendentes
mencionadas

.-~ Trabajo de Monika Mer
Trabajo de Rosa Barba
Informe de Gastos.
Conclusiones.

W)

-1.- BE}-trabajo de Monika

: concluyéd en los p
- informaciétn del Dr.

: exttosamente s8su est

detalles: referentes

) monoclonalee. Eetimo

del- informe técnico

Horenstein, Rodrigo

gse— expresan por cuan

pues hasta la fecha

correccién final en

- parte - del mismo la ¢

- la-delegada de Urugua

descargo de este in

esperando de tal docu

2.- E1 trabajo de l1la Dra.
e el Centro-de Biotecn
- desde ¢l primero de F

= usandose - en el traba
i~ anti B y OKT3.

sterior también al informe:deé la— priera

1990), ° se acordé en aquella reunidn la

el informe sustenta las dos pasan§ias

ino en Cuba.
en Brazil.

Merino se inicid deede el 15 de Enero vy

rimeros dias del mes de Abril. La -

Jorge Gavilondo es de gque Monika terminé
ancia en CIGB y que logrdé asimilar 1los
a la produccién de anticuerpos
que esta apreclacliédn es vallda - aparte
anterior en que participé con "Alberto
Ramos y Nunciada Salma. Estos criterios
to no puedo adjuntar el informe técnico
no nos ha llegado debido a que quedd en
Habana y aspiro que sea considerado como
opla que seguramente debe haber - enviado
y o informe del CIGB con lo que se hace
forme y que se ha estado hasta la fecha
mento.

Rosa Matilde Barba Torres se inicié en
ologia del Instituto Butantan de Brazil
ebrero hasta el 30 de Marzo del presente

- afio y- participé con los delegados de Bolivia y Venezuela

Jo practico 2 tipos de hibridomaa' el
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Se anexa el informe técnico del trabajo efectuado
- conjuntamente con Heriberto Cuevae y Salma Nunciada ~de—
- Bolivia y Venezuela respectivamente. -

3.- Adjunto copia de lo que se ha entregado para cada unoc de log — 7 "7
.--viajes y apoyo de sostén en ios laboratorios tanto de Rosita & - A

Barba- como-de Monika Merino. En estos rubros puede-apreciarse— 7 "

cambios de costos de pasajes con respecto a ~ lo8 programado -~

-3.1. Monika Merino

Délaregs-——— — T T T T
) 1 pasaje Guayaquil-Habana ........ $ 455,40 -
- 1 pasaje Habana-Guayaquil ........ " 420,12 - -
— CIGB- ...ttt ce i * 800,00 -

TOTAL $ 1.675,52

Rosa Barba *

* 1 pasaje Gquil-Sao Paolo-Gguil.... $ 1.614,00
movilizacién vy subsistencia ...... ” 586,00

TCTAL $ 2.200,00

* No guardé el ticket y no se entregd documentaciéon de la ayuda
. en el Instituto Butantan .

Pasajes internos Gquil-Quito-Gquil

a oficinas ONODI ...............cccu... $ 50,00
envio de informes ..........-.ccoeraon ’ 60,00
SUB-TOTALES 1.675,52
’ " 2.200,00 ;
TOTAL $ 3.985,52 ’
:r_'_::::::::::
{ - 7,
, . -
i — .
; [ _— . .

-~ -—-por—-incremento de -las tarifas internacionales,—— ~—— " T T T T
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r._—471,~3e -ba - cunplido con las selecciones—de~loo becarlos para - -
-« e Brazil -y Cuba y se solicita aceptar el-informe - técnico
eeim—— . -conjunto - elaborado - en-CIGB por -los-otros-asistentes -y~

»—-——~—-que——justifica el retardo de este informe.- Se adjunta —_— =
———informe--técnico de Rosa Barba Sy

At Q’:.; ‘g, 4“ &

—-_-4727~80—anoxa infornacibn econblica y docunentoo—de—descargo -

Atontalente - -

- DR.. LUIS ENRIQUE PLAZA VELEZ .
) .Jefe Inmunologia IESS L -
.. Coordinador Proyecto AcM.
Guayaquil - Ecuador

'.._.____ -
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

CENRTRO DE BIOTECROLOGIA
INSTITUTO BUTANTAR

D - N

CERTIFICADO

'

Certifico e la Dra. ROSA KATILDE BARBA TORRES ~
HA RECIBIDO adiestramiento y capacitacion en la '
> produccidn masiva de anticuerpos monoclonales en
el CENTRO DE BIOTECROLOGIA DEL INSTITUTO BUTANTAN

por el periodo del 12 de Febrero al 30 de Marzo de
s 1991.

Es cuanto certifico para los fines consiguientes

del interesado.

-

b nar VW~ '
Dra. Annalaria Morun P.

JEFE DE LABORATORIO
PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

—
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PROYECTO : "PRODUCCION MASIVA DE ARTICUERPCS BONCC CILALES
UIl ESTUERZO COIPARTIDO EN LATINIAMEIICA"

PRUD / UNESCO / ONUDI
RLA / 33 / 003 "
CENTRO DE REFEZENCIA : CEATRO DE BICTCHOLOGIA
' TOISTTIUTO DUTAITTAM
sio PAULO - BRATIL

PARTICIPANTES:
DARBA T. 2054 (ECUADOR)
CUEVAS L. HERIBERTO (BOLIVIA)
SAXZIA E. NUICIADA (VENEZUZIA)

FEBREZQ - ILARZO 1991
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INFORME TECHICO

Programa de capacitacion personalizada en produccion masiva
de anticuerpos monoclonales

Actividades del programa de entrenamiento:

1.6 SEMIHARIOS

II."'

Se discutieron los siguientes temas:

1.- Hétodos de cultivo celular y produccion masiva de
anticuerpos monoclonales -

2:- Produccion en gran escala de anticuerpos nonoclonzles
murinos, usando bioreactores de fibra huecca

3.- lletodos de purificAcion de anticuerpos monoclonales

4.~ Anticuerpos monoclonales de segunda generacion

5:- Control de calidad en la produccion de anticuerpos
rmoclonales

6.- Vacunas anti-idiotipicas

TRABAJO PRACTICO

Durante el trebajo practico usamos 2 tipos de hibridomas;
el anti By el COXT3 .

Ias etapas del irabajo practico fueron las siguientes:

1.- Expansion de los hibridomns :-Se expandieron los cor:espon-

dientes hibridomas ,%tallTO Eil FRASCOS DE cultivo como en

spinner

2.- Estudio de los parametros metabolicos : El objetivo fue

establecer las condiciones de cultivo del hibridoma anti-

B, que permitan unn mejor estabilidad de las células ,asi
como una optima produccidn de anticuerpos monoclonales.
letodologia:

De lus células cxpandidas en el punto 1,fueron inoculndos 16

frascos de cultivo (T%25) cOn 17.105 cel./1al,en wn volumen fi-

nal de 10 ml de mcdio:RPHI-1640 »10 % SFB mus gentewmdcina 40

uwg/ ml ,adicionalmente se incluysron 2 frascos de cultivo con 19

ml de medio libre ce éelulus como control.

“ e ety
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Los frascos fueron incubados en estufa a 3792C con 55 de CO_.

2

A pattir de las 2 horas y diariamente se determinaron los

siguientes parametros : pll,concentracion de glucosa,concen-
tracion de lactato ,densidad celular yviabilidad ,asi como la

presencia y actividad de anticuerpos monoclonales.

El pil se determino en un potenciomctro,la glucosa meciante el
método de 1ln glucosa oxidada(Kit Bioclin Glicoce-god-clin) .Ia

determinzcion de lactato fu€¢ mediante el test enzimdtico piruve-

to/lactato (Kit Sigma). El1 mimero de células fué determinado reali.

zando conteje celular en camara de Hewbauer,y la viabilidad® ce-

lular por exclusion en azul de tripano.

-~

Ia presencia de los anticuerpos monoclonales fué medida por el

ensayo inmunienzimtico ELISA en placas de polivinilo seasibi-

lizadas con anti mouse Ig G.

Resultados:

La actividad del mismo fue rezli
zada por hemoaglutinacion directz,usando eritrocitos del grupo B.

En la tabla 1 y figura 1 se mmuestran los resultzdos obtenidos:
TABLA

1

Los datos presentados som el promedio de determinaciones por

duplicado.
tiempo | pll |n? de celu |viabilidad |[Glucosa|lactato ELISA Tatulo
hrs) las(totales) # ne/dl mg/dl llemaglut.
2 71.71]9,75%10° 100 152.15| 18.43] 0 o
25 [7.31 1.13x106 100 143.90| 30.47] 0.05 |32
49%/46.95| 3.19x10° 100 89.83| T1.80]| 0.85 |32
762 l6.86| 5. 3x10° 100 26.55| 108.53 | 0.050|4096
99 6.8 |1.03x107 100 0.0 | 120.09 | 0133 |4096
120%2s.8 |1.28x107 88.7 0.0 | 119.20| 0.07 |2048
147 6.9 |1.1x207 96.8 0:0 | 110,0 | 0.141[8192
170 |6.82]8.9x10° 85.6 0.0 | 107.601 0.117|1024

*Los datos presentados corresponden a la presencia de Ig G en

. 1las respectivas muestran.Considerandose cowo indiceodor positi-

vo unidades superiores a 0.05
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Del analisis de los datos obtenidos podemos determinar:

a)

b)

c)

da)

3)

- m - - I WS

sl

Bl tiempo de duplicacidn celular es de aproximadamente

24 horas,encontrandose la maxima densidad a las 120 hores ~
de cultivo (1.28x107 celulas).

Partiéndose de una concentracion de glucosa inicial de 153.5

mg/ ) ,el consumo maximo se encontrd a las 74132 horas(126,95
mg/dl) correspondiendo al momento de crecimiento celular en

fase exponencial. A concentraciones de glucosa inferiores a

26.55 mg/dl las células entran cn fase ectacionaria. -

A medidn que las células estén en fasec de crecimiento exponcneial

cial ,observanos un aumento paralelo de la concentraddones

de lactato en el medio, directamente relacionzdo con un dez-
censo del pll y élucosa.

ILa produccién de anticuerpos monoclonales ocurre durante la
fase de crecimiento exponencial y se mantienc durante 12 fa-
se egtacionaria y &l inicio del dccilive.

Ia presencia y actividad de actividad de anticuerpos se encon-
tré entre las 90 yl47 horas.

Entrenamiento en la tecnologin de cultivo mesivo de hibrido

ma3 "in vitro®

3.1 FRODUCCION DE ANTICUERPCS LiCHOCLOHALES POR} CULTIVO EH .
FIDRA IIUECA VITAFIDER ( ALICON)

El sistema Amicon constituye un metodo alter-
nativo de produccion masiva de anticuerpos monoclonales.El
mismo estd constituido por: 2) un cartucho formado por uni-
dades de fibra,con 2 compartimientos: el espacio intracapi-
lar o lumen de las {ibras,;y cl espacio extracepilar,donde
ce presenta el crecinmicnto celular en alta densidad; b) un
spinner con medic (reservorio); c) bomba de circulacion ;

d) tubos de goma y filtros.e) y un agitador magnstico :
Todo este sistema coloca a 372C .

Desar:rollo

a) lontaje del sistema|: Se rezlizd cn condiciones esterilecs* {' g
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bajo flujo laminar . Se permitié la circulacion de un litro y
medio de RPHI-1640 con geatamicina y 10 mil HEPES,libre de suero

durante 72 horas con el objeto de eliminar compuestos toxicos.

b) Preparacion y siembra del indculo : El hibridoma expandido
como se indico en la parte inicial de este informe,cl anti
B fué inoculado al espacio extracapilar de la fibra (ECS)
a una concentracion de 4.37 x 108 células/ 5 ml de medio de
cultivo. A
c) Condiciones de la corrida .
c.1l) ILe velocidad del medio a través del sistema sc inicid
con 60.12 1n/ min , aumcntindose desde las 144 horas
hasta el final de 1la corrida a 105.38 m)/ min. Lo di-
reccion del flujo fué invertida inicialmente cadz 24 ho-
ras ; cuando la demsidad celular fué considerable, el-
mismo fuc¢ cambiado cada 12 hores.
Se reemplazaron los filtros cuando se observé marcada
pulsacion de los tubos de goma.
©,2) A1 inicio de la corrida se utilizo medio MPII con 10 ;% de
suero fetel bovino ,sicndo reducido al 5 a partir de las
120 horas .De acuerdo a los parmetros metabolicos medi-
dos en el espacio intracapilar (medio metabolizado ) se
realizearon los cambios nececarios de medio fiesco.
d) Parametros medidos: El control de las condiciones de cultivo
gse realizd midiendo los siguientes pardmetros :
d.1l) Diariamecnte pll,concentraciones de glucosa y lectato.
d.2) Periodicamente 3e removid medio del EXS y se determind
la actividad del producto por hemazlutinacidn directa

CEN
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Tabla 2:

tiempo(horas)

0
42
65.2
68
92

118.5
142.5

164

184

210

232

264

288.3

307.17

331.35

354.15

376

400.05

425.04

449

504.45
519.5
543
567
574

Resultados

Se presentan tabulados los parametros medidos en el espacio
intracapilar durante la corrida

pH

7.43
7.22
T7.04
7.04
7.00
6.91
6.95
6.99
6.89
6.71
7.12

6.97

7.06
6.96
€.99
6.97
6.97
6.98
7.01
6.91
6.85
6.87
6.98
6.21

glucosa

mg/dl
151.2
82.46
80.79
63.75
52.12
95.51
64.97
84.86
73.07
36.22
109.5
145.2
75.54
89.55
99.08
81.51
110.5
96.29
93.92
82.11
95.C6
74.73
92.34
80.44
82.38
40.44

lactato

mg/dl

17.
£8.
4.
9l.
96.
87.
82.

96.
51.

0.839?
76.

62
60

60
76

85

76

82

9

7
8

8
3
95
42

29
54

23

.03
11
13.
57
.03
102,

79.

70.
.97
78.
.96
73.
.90

21

81
18

82
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Tabla 3

Se presenta tabuladfis la activided del producto

e)
p)

c)

tiempo (horas) volumen extraido titulo de hemaglutinacion

(m1) 3_
92 5 128 :
118.5 , 5 480
232 20 1920
307.17 15 7680
400.05 15 7680 N
449 15 3840
543 20 4194304 b ‘
574 50 131072 '

De loo parametros medidos podemos observer:

Desde el inicio del proceso se observé un metabolismo alto, .
indicando que no se presento de latencia . .

Las concentraciones de glucocsa y lactata en el medio intra-

capilar, fueron mantenidas dentro de un rango promedio que

permitid un crecimiento celular y acumlacion de Ac ILio.

De acuerdo a los titulos de hemaGLUTINACION obtenidac pa-

ra las diferentes cosechas del ECS, podemos deducir que la
concentracion de anticuerpos monoclonales fué en awiento

progresivo.

3.2) ENCAPSULACION EN ALGINATO DE SODIC

Otro método alternativo para la produccion masiva de
Adllo es el encapsulaniemto de la células en alginato

de sodio..'

El encapsulaniento permite obtener mayores concentracio-
nes celularesa,puecsto que sc cumenta el area de creci-
miento .Esto hace posible aumentar 12 produccion de los
anticuerpos monoclonaleo.

Hctodologia ‘
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Uetodologga

En este caso se utilizd el hibridomn ORT3,el cual fué expandi-
do en epinner. Alcansando la densidad celular esPerc:.d.a.(603:106
cel),las células fueron centrifugndas a 800 ron por 10 minutos. . \
El pellet obtenido se resuspendié en 30 ml de medio INTEXX 10, IiS. :
Esta suspensidn celuler gue mezclada con igual volwmen de una i
solucion de alginato de sodio al Z% y luego jransferida a una '
jeringa con aguja 221/2 G. Ia mezcla fué goteada en forma uni

forme sobre una solucion de cloruro dz calecio 125 mil (180 ml)

colocada en un agitador magnético a velocidad mfnima . Las per-

las fueron lavadas sucesivamente con medio Mc Coy y finalmente
resuspendidas en un medio IBEN 1i3” HS y cultivados en un fras-

co spinner de 250 ml de capacidad .

iy -

Diariamente se realizaron las siguientes determinaciones :
pll , concentraciones de glucosa ,lactato y activiaad de )
Ackio. Tambien se determino el numero de células / zramo de
perlas y viabilidad celular ,para lo cual las misncs fueron

disueltas en wn volunen adecuado de EPTA 50m..
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3.3) CULTIVO DE HIBRIDGHAS EN SACO IE DIALISIS

Otra técnican desarrollada para el cultivo de células

a altas dencidades y concentrncion de un producto en

forma pura y a un costo bajo,ha sido el cultivo en sacos
de dialisis.
Letodologia:

a)

b)

e)

Indculo: Se trabajo con dos hibridomas :el anti B
y el OKT3, siendo el indculo del hibridoma OKT3 1.5
x 106 cel./ nl en un volumen final de 10 ml de medio
[EISI1 10 % HS y el del anti B 0.4 x 10%el / ml en
volumen final de 10 ml dc medio RPMHI-1G40 con 10 % ~

de IS

Tratamiento de los sacos de didlisis: Se utiliseron

sacos de 2.4 cm de diametro por 7 cm de longitud y un

cut off de 14 Kd.

Con el objeto de eliminar sustencias téxicas (glicerol
sulfuros,metales pesados,etc ) se someticron los sacos

al siguiente proceco de lavado :

b.1) Dos veces en ctanol al 50 ;%

b.2) Dos lavados en bicarbonato de sodio 10 mnii

b.3) Dos en EDTA 1ril

b.4) Dos en agua destileda
Ios lavados fueron de una hiora cada uno 7 en cgitacien
Dichos sacoz de dialisie fucron almacenados en Zcido a-
cético 21 10 ¢ a 490,

llontaje: Los sacos de dialicis lavados fucron anudados

cn uwno de ous extremos , mientras que en ¢l otro sc co-
locé una cdnula de plastico con cl fin de fecilitor la
menipulacidn. Iumego se esterilizaron 2 horas en agua des-
tilada a obullicidn. Batos sacos fueron inoculados con
les células en la concentrzeion establecida y luecgo anu-
dadas con hilo esteril,retirdndoce la cénula:Los cacos
fuer&n intoducidos en tubos dc 21 cm de largo por 4 cm
de didnetro con 50 ml del medio de cultivo.

Lo incubceidn se roalizdé en cgitacién en cistenn de rota-
cién a velocidad minima o 379C

RPN Y V'L A
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Resultados

En 1la 'I:nblaAnQ 4 oe muestran los resultados obtenidos

Tabla n? 4

Dias de cultivo Casumo de
Glucosa*
364.9
321.9
311.4
273.2
256.3
188.3
6 306.6

Wi & W N PO

anti B inoculo 0.4 X 106

. Los datos sobre la concentracion de gl

\
L . N ra del saco de dialisis son de importanciz en el sce

determinado .

anticuerpo se determinaron finalizadz la experiencia,en la

* QRT3 indculo 1.5x106ce1/m1
cel /ml

\ de los cultivos ,ya que es el unic
14

pil *

7.4
7.3
7.33
7.4
7.82
T.22
1.5

COnsumode
Glucosa*#*
157.5
127.1
131.1
102.5

n.d.

tabla n? 5 se muestran dichos resultados:

pH **

T-7_

7.53
7.4

7.14
7.02

o parsnetro que pucde ser

El mimero de células ,viabilidad y actividad de

a1 medir consumo de glucosa para embos sacos de dialisis

ucosa cn el medio fue-

quiniento

- e

~Yabla n? 5
o'y A~Q
M® e XD So 4o
‘ "
' ‘ o Viobildoed g3 (]
| | :
‘ ac - ARPE) “‘,t\\\o&\.u 0 “ |
} ‘ 2 a IR8\1S 4304432 {‘
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4) PURIPICACION DEL ANTICUERPO MONCCLONAL POR PROTEINA A-
SEPHAROSA

Se realizaron 3 purificaciones del Aclo anti B a partir

de los medios del espacio extracapilar de la fibra hueca

( AMICOR).

Netodologia

las muestras de cada purificacion previa filtracion por,.
0.22 u fueron pasadas por una columma C10/10 (Pharmacia)
conteniendo 10 ml de proteina A-Sepharosa. Una vez equili-
brada con el buffer Tris 0.0% H/ 0.15 Ra C1 pH 8.6 hasta
alcanzar la linea base ,pasamos la muestra con u n flujo
volumétrico de 0.8 ml/min. Despues de pasar la muestra,se
lavo con el mismo buffar hasta recuperar la linea bagse. A
esta fraccidn no unida de la columna de donominc Pt ( flow
through.

Devido a que no conociamos el isotipo del Acllo a
purificar se re=1izo la elu-iodn sucesiva con diversos bu-
feres: a) buffer fosfato 0.05 1/ 0.15 M NA C1 pH 7.0 ; b)
buffer citrato 0.05 H / 0.15 M laC1l pH 5.5: c) buffer a-
cetata 0.05/0.15 I HaCl pH 4.3 y d) buffer glicina 0.05 M
0.15 U NaCl pH 2.3 . El anticuerpo eluido fué neutrzlizado
con Tris base hasta pH 7.0 .

Posteriormente la columna fué
lavada con buffer Tris 0.051/ 1 HNaCll pil 8.6,buffer @ y
por ultimo con buffar de equilibrio . Las fracciones ob-
tenidas fueron dializadas en PBS pil 7.2 por 48 horas .
Las fracciones obtenidas de cada purificacion fueron ensa-
yadas en su actividad biologica por hemaglutinacion direc-
ta, y la pureza de los diferentes eluatos mediante electro-
foresis en gcles de poliarilemida al 12.5 ¢ en presencia de
SDS en condiciones nativas y reducidas y en algunos casos
en geles de gradientes de 8-25 ¢ Phast-System kPhnnncin).
Resultados :
1) Primera purificacion: Pueron purificados 15: ml de una

'y
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mezcla de ECS (118 y232 horas) en las siguientes condiciones
-velocidad de regiatro 0.15 cn/ min
-flujo volumétrico 0.8 ml/min

En lafigura n? 2 se muestra el cromatograma de 1la priﬁera
purificacién ,en la figura 3} oe muestra los SDS-PAGE al
12.5 ¢ y en gradiente 8-25 7% (Phast-System ) en condiones
reducidas y tefiidas con plata ,mostrandose una baja coscen-
tracion del anticuerpo purificado. -~
2) Segunda purificacion: Fueron purificados 33 ml de una
mezcla de BCS (331 h,449 h y 543 h ) en las siguientes
condiciones : '
velocidad del registro: 0.05 cm/min
flujo volumétrico :0.4 ml/min
Puesto que en lo primera purificacion no hubo clucion de
picos con buffer fosfato,este fué eliminado de lo3 pasos
de eluciodn .

En la fig. 4 se observa cl crometograma de
la segenda purificacion,mostréndose 1la secuencia de clu-
cidn con los distintos buffers. En la fig 5 se ruestra
el SDS-PA@B ,12.5 /¢ en condiciones reducidas y tenidas
con Coomassic Blue
3) Tercera purificacién: Fueron purificados 40 ml delilS de

574 h en las siguientes condiciones.
- velocidad de registro:0.05 cm/min
- flujo volumétrico:0.4 wl/min

En ecta purificacidn se utilizo elucion del pico del anti-

Ve

cuerpo buffer citrato con pH 3.5 el cual es menos drasti-
co que el uso de glicina pll 2.3.

En la figura 6 se muestra el cromatograma de la tercera
purificacion,donde se observa la secuencis de elucion con
los distintos buffrs.

En la fig. 7 se muestra el SDG-PAGE al 12.5 ;° en condicio-

nes reducidas y tenidas con Coomassie Dlue:

o hade
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Hetodologia

En este caso se utilizd el hibridoma OKT3,el cual fué expandi-

6~

do en apinner. Alcanzando la densidad celular esperada(60x10
cel),las célulez fueron centrifugadas a 800 rpm por 10 mimtos.
El pellet obtenido se resuspendié en 30 ml de medio IREM 107 HS.
Esta suspension celular f.ue' mgzclada con igual volumen de una
solucidén de alginato de sodio al 25 y luego jransferida a una
jeringa con aguja 221/2 G. Ia mezcla fué gotcada en forma yni-

" forme sobre unz solucidn de cloruro de calcio 125 mif (180 m1)

colocada en un agitador magnético a velocidad minima . Ias per-
las fueron lavadas sucesivamente con medio Mc Coy y finalmente
resuspendidas en un medio IR 1037 HS y cultivadas en un fras-

co spinner de 250 ml de‘capacidad .
Diariamente <ce realizaron las siguientes determinaciones :

pll , concentraciones de glucosa ,lactato y actividad de

Acilo. Tambien se determind el mimero de células / gramo de
~ perlas y viabilidad celular ,para lo cual las mismes fueron
disuektas en un volumen adecuado de EDTA 50mil.

Resultados:

Se presentan en la tabla 4:

Tabla 4

dangs o Gpar

9
ne ade aig%éa to via.bil:i),dad .Jrgsil?gta de

0 74 3e4,9 g
2(homs) 74 344,6

4 738 279,7 4,4x106 79,6 25

Z 713 160, 1 $,97:08 636 125
3 7.32 304,9 7,73x105 %0 625
4 - 747 us02* 2 66x1 @09 625
5 722 165, 1% 3,7810° 86,53 3425
6 7.03 160, 1 2,07010° 54,7 15.125
7 6.95 102,64 2,17.10° 72 >78.125
8 6.68 nd 2,53« 828  >7gi2s

nd no determinado

* ge rea1izd el cambio de 100 ml de medio fresco .

»» Se determind la presencia de anticuerpos mediante la téc-
nice de ELISA sensibilizando con anti-IgG de raton.
Observacion:a partir del 4% dia, se observo la presencia
‘de clusters en el interior d; lasperlas.

:La dotcrminécion de lactato ho fue determinada.
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PIGURA n? 2 . Crematogeame de 1n purificacidn n? 3

1

volwaen de la mmestra 15 ml ; buffer de union: tris 0.05 M
pll 8.6 ; buffers de elucidn: 1% fosfato 0.05 1M/0.15 N HaCl,
pil 7.0; 22 citrato 0.051/015 HaCl ,PH 5.5; 32 acetato 0.05 1/
0.15 i NaCl pll 4.3; 42 glicina 0.05 1/0.15 1MaCl, pH 2.3
buffer de regenerzcion:glicina pll 2.3

flujo volumetrico:0.8 ml/ min

velocidad de registro :9.15 em/min

Actividad de AcHO en fos picos por hemagivtinacion= el pico con activi- “
dad e el n=2 c¢on un ttulo de 256! “ ’
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Fig 3 SIS-TAGE de las fracciones obtenidas:

a) al 12.5 7 en condiciones de reduccidp,tenidas c»n plata

Los carrilec cor:esponden a:

- canal a: muestra precolumna - canel b :flow through
- canal c: patron de peso molecular(mj-canal d: pico 1

- canal e: pico 2 -canal f: pico 3 .

b) ea gradiente de 8 = 15 I ,bajo 4 condiciones diferentes:
-cannl n: patrdn de peso molecular (Pew)-
-canal b: mesira del pico 2 diluida 4/5 en buffer con
veta mercaptoetanol y hervida 5 minutos
-canal c:rmestra del pico 2 diluida 4/5 en buffer con
beta mercaptoetanol y hervid~ 10 minutos
-cannl d:muestra del pico 2 diluida 3/5 en buffer con
beta nercaptoetanol y hervida 5 min,
-canal e:muectra delpico 2 dilwdda 3/5 en buffer con

beta mercaptoetenol y hervida por 10 nminutos.
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.Fig 4 Cromatogefia dela purificacidn n? 2
volumen de la muestra 33 ml
buffer de union:tris 0.05 I pli 8.6
buler de elucion:12 citrato 0.05/0.15 IaCl, pll 5.5
22 acetato 0.0511/0.15M 1laCl, ol 4.3
32 glicina 0.051/0.1501 HaCl,pll 2.3
buffer de regencracicn:glicinag.3
flujo volumétrico : 0.4 ml/ min
_ velocidad de registro:0.05 cm/ imin.

" Adhiidad de kMo en los picds por hemaglihnadion=

-3¢ enconho echvidad ey los Pws2 (waUntulo de
. ‘

",
4.7 10 . v
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Fig. 5 S%S-PAGE 21 12.5 7 en céndiciones de reduccidn

- .« ’
de las frocciones obtenidas de la puriticacion 2
tenidas con Coomassie Blue
Loc cannles coriesponden 2

~connl a:pre-colunna.

-canal
-canal

-canal

b

-canal e

~-eanzl 1

-conal

-cannl

h:

flow through(Fft).

pPHa -
pico 1.
pico 2.

nico 3

: pico 4

pico 5

“\
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Fig 6. Cromatografie de la purificacidn n? 3.

volumen de la rmuestra 40 5l.

bufter de union=tris 0.05 I.,pH 6.6

buff{er de clucion: 12
00
3¢

flujo volumetrico: 9.8ml/min

citrato 0.051/laCl,pll 5.5
citrato 0.05M/0.15M HaCleh3.5
glicira 0,05H/0.1514 NaCl pH 2.3

buffer de regenerzzidn:tris 0,05 M,pH: 8.6y glicina 00SH pH 2.3

velocided de registro: 0.85 cm / min.

Adividad de kMo en los piwws por he-magmﬂ'nadéf‘: Se encontry
dctvidad 2w los PV s 4 (wonl/hilo

(con h’*‘\)lo de. b") .

de 32768)yprwZ
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h
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Pig.7 SNG-PASE al 12,5% en condiciones de reduccion de

1as frocciones obtenidas de la purificacion 3,te-
nidac con Joomnrssie blue.

Los cnrriles correcponden a:

-canal a= Pre-colurma.

-connl b= Flow Thmough

-ecannl c= PHI.

-eanal d= Pre-pico 1:

-canal e= Pico 1:

~canal f= Pico 2.

-canal g= Fico3.




-/*.?: )

-~

- - I UL - S,

CONCLUSICHRES

:Tanto las actlvidaies teoricas como pract1caa fueron culnin#has.
Con respecto al trabajo experimental,se adquirio
de 1la experiencia necesaria para la produccion masiva de anti-

" cuerpos monoclonales. En lo referente al montaje de 1a fibra
hueca (AMICON) hemos obtenido resultados muy positivos,concen-
trandose el AcMo anti-B con cierto gtado de pureza y altos
%{tulos de hemaglutinacion . Los resultados obtenidos encap-
sulando celulas en alginato, estando :¢.1n en curso han permi-
tido 1la obtencion de Aclio concentrado. Tambieén se realizo el
montaje de una técnica alternativa como es el cultivo en sacos
de dialisis. Del mismo obtuvimos may buenos resultados concen-
trandose bien los Amilo; OKT3 4§ °B. Fafhe"‘i“z de diferedtes inicos

Se purificaron los sobrenadantes del
BCS de fibra hueca de Amicon por proteina A sepharosa. Se
obtuvo un cierto grado de pureza puesto que en 10sSDS-PAGE
aparece una banda entre 67-94 Kd, que pcsiblemente sean agre-

gados del A»Mo esto no pudo ser confirmado.

Cem

LR
}
.
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FRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
UN ESFUERZO COMPARTIDO EN AMERICA LATINA

TERCER INFORME.

GUAYARLIIL, DI 28 19%90.

DE: DR LUIS ENRIDQUE FLAZA Y
FARAz DR RCDOLFO QUINTERO

b

Hle  permito anexar el informe tecnice del trabadc realizado en el
periocds d2 entrznamiente de Monika Merino en el Centro de
Ingenieria Genstica y Riotecnelogia de la Habana Cuba baijo 1la
cdireccion de Jorns Gavilondo, como se podrd notar se ha procedido
a  dar cumplimiento conforme se jo planificé y posterior a su
antrensmients  pudo permaneser wuna semana mas en entrenamianto ¥
ava nos ha  servido de mayor acoyo. Deseo expresar formalmente
nuestro  agradecimiento y zeffailar que la misma candidata (Monika
Fioriney  retornard  al secirdo zerio de entrenamiento en Cuba  a
partir  Jdel 13 de Enero de 1991 mientras que se ha escogido para
el entrenamiento en el centio Butantan de Brazil a la Dra Rosa
Berna que forma parte de nuestro grupo de trabajio en el Hospital
del  TESS de Guayagquil v gque estd dentro del grupo de preduccidn
dee monoclenales contando con eroeriencia previa. El nombre de 1a
Dra. Rarpa 1o haré conocer via =2lex al cventreo Butantan.

De acuerdo cone 1o convenido se ta pagado al CIGE de la Habana por
J0 ode los Latoraborios Gonociedtos dédlares en toatal (3 200,007
asaies Gguil Habana Gowudg .

Gk B BOO, oo
FRsimlss $ 1254, 00

inTall $ L0044, 00
e adiuntan los docusentos per s entes.,
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- INFORME TECNICO

R PROGRAMA DE CAPACITACION PERSONALIZADA EN .
- ¥:. ', - PRODUCCION MASIVA DE ANTICUFRPOS MONOCLONALES

~ ) - -

~ o #«,.7l... ASPECTOS TEORICOS
';j_;l:" ] Durante el curso se incluyeron 3 sesiones teéricas
/- semanales consistentes en conferenclias, a cargo de profesionales
--de la ‘Division de "Hibridomas y Modelos Animales, seminarios

presentados por los participantes en el curso y seminarios

P . internos de esta agrupacién.
< ﬁ ot IR ' 1. Conferencias:
L.+ “a. La tecnologia de anticuerpos monoclonales (AcM). Aspectos
\ E . generales. Proyectos de la Divisi*n de Hibridomas -del Centro de
. . Ingenieria Genética y Biotecnnlogia (CIGB). Aspectos generales
/ : del cultivo de hibridomas. Reactores de Fibra Hueca para producir
s T AcM. .
’ a 'Q ~ . b. Uso de ltineas de ratones para la produccisn de AcM.
\< c. Caracteristicas de los AcM segiun su empleo. Usc de AcHM en .
A\ la purificacion de moléculas diversas. )
=« . . d. Ensayos para AcM.
| e e. AcM por Ingenieria Genédtica. i
v, s T . f. AcM bifuncionales.
- )-' - g€- Produccién de AcH en bioreactor a burbujeo.
S S 2. Seminarios: -
&a” a. Encapsulacifnn de hibridemas en alginato. Cultivo de
4’ . hibridomas en saco de dislisis.
3 b. Métodos generales de purificacisn de AcH.
. . c. Fusion celular para la obtencifn de AcHM. g
3’- R d. AoM humanos. -
/ "~ e. Estudio del efecto de nutrfientes en el cultivo de
. hibridomas y produccirn de AcM. (Seleccionado por los
" . patticipantes). ~ .
* " -f. Uso de vectores (shuttle vectors) en la generacion de AcM
biespecificos. (Seleccionado por Ins participantes). -
3‘ -
! . :
Lo ‘
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L, A_sm_-:cjros PRACTICOS
§{ff?,;';t l;rAspoctos generales en el cultivo de hibridomas.
A~ S a7
!-: T .\' H il
-'- T .
?;y } 1 Descongnllllento, cultivo y expansion de hibridomas. Se
g:’ -.-descongelaron 3mpulas del hibridosa CB-Hepi,® productor del AcM
e ~;'contta el antigeno de superficie del virus de hepatitis B. Los

f
Eﬂ%

:hibridos descongelados se sembraron a una concentracion entre 3-5
} "-QOES ‘cels/ml en frascos de cultive de 75cc con medio RPMI
’1640/10% ° de suero de ternera (ST).Estos cultivos fueron
~expandidos durante dos semanas, en el transcurso de las cuales,
"se-realizé la deteccion y cuantificacion de las inmunoglobulinas

e

v
"
\)
. 1
’

%f%x'ﬁpresontcs en los sobrenadantes mediante 1la tecnica de ELISA ya
§ ¢ . estandarizada- en este laboratorio. Adicionaimente, los hibridos
; §”‘1fu9ron congelados utilizando medio completo RPMI 1640/20% ST y 5%
z. " -de dimetilsulféoxido, mantenido a 4 C durante el proceso y
u;Q -almacenados . priner& 8 -70 C y posteriormente en -  nitrogeno-
" - liquido. : : ’ )

. ‘ 31.2- Detecci6n de Micoplasmas: Se determina por 1a técnica de.
i: _inmunof lucrescencia indirncta. La experiencia se encuentra en
¥. . _ desarrollo.

1.3 Estudio de los parismetros metabrlicos: Para este propfsito se

descongelaron los hibridomas CB-Hepl y -CB-Hep2, expandidos

-durante una semana, y luego distribuvidos ‘en frascos de cultivo de

. 25¢ce¢ por °~ duplicado para cada hibrido. Se determinaron

. disriamente los siguientes parsmetros: "pH, consuso de glucosa,

:) donsidad ‘celular y cuantificacién de {nmunoglobulinas en el
‘sobrenadante. :

o

: ooy Bee, 0 12TV TR 1
W PRGN S
N T

2N .. .

oz Al {i.@'Transforuacibn de linfocitos periféricos humanos con virus
5. . Epstein Barr (EBV) /
e Lt - Aunque los objetivos del curso estan dirigidos a la

" produccioén masiva de AcM, fue de Interés ‘para los participantes.
- conocer lo que se realiza en esta Agrupacion en AcM humanos.  Se

nos brind6 la oportunidad de aprender la metodologia involucrada
s I en la transfermacisn de linfocitos periféricos humanos con EBV.
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2, Entrenamiento en tecnologia de cultivo sasivo

2.1 Produccion * in vivo "

- °. "El cultivo del  -hibridoma CB- Hepl obtenido como se expf&co'
" en el punto 1.1, fue
“:'Balb/o; previamente
"El-- in6culo fue de 1x10E6 de células por ratém en 1 al de medio

inoculacién de rataones

vtilizado para 1la A
de aceite mineral.

sensibilizados con 0.5 =l

‘RPMI 1640 sin antibio6ticos, por via intraperitoneal.

Transcurridos 7 dfas se obtuvo el liquido ascitico por punciém de

1a cavidad peritoneal.
2.2 Produccion "in vitro”.

2.2.1 Encapsuiacién en alginato de sodio .
lntroducéloﬁ

Uno de  los métodos desarrollados en los wltimos afios
-para e] cultivo celular {in vitro, particularmente de hibridomas,
es la encapsulacidn de Ias células hibridas en perlas de alginato

- de calcio. .

I3

Hetobologia

Dado que los iones fosfatos snn inhibidores competitivos ‘en
el proceso de gelificacliin del alginato, e} hibiidoma CB-Hepl fue
preadaptado a crecer en medio de cultivo Dulbecco modificado
(DMEM)por 3 dias. Este, por su baja concentracion de fosfatos,
garantiza que el proceso se realice adecuadamente.

Se descongelaron 2 5mpulas conteniendo 50 x 10E6 células

- cada una .provenientes de bancos conservados a -70 C o6 en
nitrégeno 1i{quido. Las células descongeladas se sembraron a razon
de 3 x 10ES céilulas/ml en medin DMEM/10%XST/3%HECS (MS) en spinner
(Beilco) de 250 wl. Al cabn Je 24 horas 13s «células fueron
transferidas a un spinner de 500 m!, en el cual se cambid el

medio cada 24 horas.
Encapsulaci 6n

_Las células.fueron centrifugadag a 800 rpm por 10 min. EI




it -- A LS Tt W—— T
i - .
." R v .': 'f:': . . . .
r IR :
’ > . ° ]
' e
i R ) .
' g .
- T
-y )
.
-
Wy

peliet obtenido se resuspendis en medio de lavado (ML:DMEM/pen-

J estrep.) a razon de 2 x 10E6 cele’/ml. La mitad de esta suspension
."celular fue centrifugada y resuspendida.a la misma corcentracién
~ - celular en &olucién de CINa 0,9% . Ambas fracciones fueron _
mezcladas .por separado con igual volumen de una soluci6tn de .

alginato d¢ sodio al 1,6% . Cada una de estas suspensiones fle
transferida  a una jeringa de 50 m! y goteada en feorma uniforme

-utilizando aguja 20 1/2G, decde un> distancin de 2-m, sohre 150

ml de solucitn SO =it 100 mM Jee C12Ca a temperatura ambiente.
Las perlas de algirato formadas se dejaron sedimentar 2-3 min,
elimindndose e} sobrénadante por vacfo. Luego de lavarlas

.sucesivamente con CINa 0,9% y ML, fueron'resuspendidas en MS y

cultivadas a 37 C en frasco spinner de 250 ml. A partir del dia 2
se cambio6 el medio cada 28 horas. El medio metabolizado extraido
se centrifugdé a 1000 rpm por 10 min tomandose alicuotas para la
determinacion de Consumo de Glucosa (kit Sigma) y Concentracion

de 1gs por ELISA. El pellet se resuspendis en un volumen adecuado

para la determinacitn del numero de células/ml de sobrenadante.
Asimismo, cada 72 horas se¢ determin®d el mimero de células/gramo

‘de perla, para lo cual l1as mismas fueron disueltas en 1 ml de

citratn de sqdio 50 mM. Se determins la viabilidad celular por
exclusion con azul de trip'n. Por otro lado, con el fin de

observar la formaciton de clusters en el interior de las perlas se

extrajo algunas de las mismas observindolas en wmicroscopio
invertido. )

S et .

A\
- Resultados 1
\ . !
' De acuerdo 2l protocclo experimental descripto se cultivaron
las células en los siguientes spinner: *
: TABLA 8 1 i
Cel.resuspendidas en Solucién de Cl2Ca
: Spinner MS NaC1 50 mM 100 mM
L 1 - * + - ?
- 2 - + + - ’
A 3 [ - 4 -
4 * 4 + - + - :
’ 5 + - +4 N - .
. 8 i . * , ;
®» Cl2Ca a 4 C. |
}
]
5
L4
! . L } ’
’ —
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- Los splnner l y 2 fueron descartades 2 las A haras de
cultlvo debido 3 que la form2-i n Jde las perlas no fue el optimo.

'~. Los resultados obtenidos en los spinner. 3-6 se presentan en

la flgura la-c (Los resultados obtenidos con los spinner 4 y §
"son similares, por lo tanto salo se presenta el histngranadgol

gplnner S). Del anélisié e los misens pndanos observar:.

4

Y a) La mayor densidad celular (5.39 x 10EE cel/gr gel) se

._qbservﬁ en el spinner 3, con una viahilidad del 83% en el dia 5.

-

> 7. b) El spinder 3 mostra una estrecha correlaci¢én entre ia

donsldad celular y el consuma de glucosa.
¢) La produccion de Ig alcanz~ a 6 mg totales al dia 5 en el

E'Spinner 3. La produccinn total de eoste spinner durante los 12
. dfas de la experiencia fue de 33 mg de Ig.

“células al sobrenadante durante el periodo experimental.

e) Con respe¢to a la wmorfologi'a de los clusters formados,

'qfsblo' el spinner 5 los presentd alargados (de acuerdo a2 1lo
. descrito en la literatura: Sinacore M.. et al, 1989, Biotecnology

7: 1275 ); en los otros spinner erzn redondos.

Estas observaciones sugieren que las células cultivadas en

- el spinner 3 estuvieron sometidas a un mejor intercambio de

)

oxigeno y de nutrientes. Ello podrta estar relacionado con una
formacién mas eficiente de 1as porias. Por otra parte, se observA
que la gelificacion en 100 mM CI12CA (spinner 6), si bien permitin
un =menor escape de células al sobrenadante, podria limitar el
crecimijento celular, debido 3 que la porosidad de las perlas no
seria 1la mas adecuada para que e} intercanbio .de gases vy
nutrientes fuera eficiente.

Finalmente, entre. los factores que probablemente influyeron
en un rendimiento de produccisn inferior al descripto en 1la
literatura estA Jla baja viscosidard del alginato usado. En efecto
el wuso de alginato de cadena larga (alta viscosidad) permite una
formacion de perlas de mayor porosidad. Otro factor a considerar
es la capacidad secretora de -Ig del hibridoma usado en estos
experimentos..

2.2.2 Produccién de anticuerpos monoclonales por cultivo en
bioreactor Acusyst-R (Endotronics)

introduccion.

El Acusyst-R constituye una alternativa de escaladn al

- . s —_ = .
- , T ok

d) El spinner 6 fue el que present® la menor salida de

.
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i*dcto>de reemplazar la produccisn de AcM en ratones.y roller. El
->#istema consiste en: reservorio de medio, sistema de gaseado para
,ol ‘control de pH, cartucho de fibra hueca y un dispositivo que.
pcrntto el flujo reverso. E! panel de control permite regular:
ﬂ’" tc-pcratura. flujo de C02, tiempo de ciclaje reverso y velocidad

z

e:las bombas (medio, circulacisn, cosecha y factores). e

LD ",J

: qu,v

A}

[N

‘ :
-Desarrollo

P
Sor ot

t .

?.j}.f_ Se realizaron 3 procesos de producciﬁn. siguiéndose el
protocolo experimental que se detalla a-continuacion:

1.:. ‘Montaje del Bioreactor: se realiz® en sesion demostrativa
_' ‘bajo’condlciones de extrema esterilidad. El espacio extracapilar
.. <(ECS) fue pretratado con medin RPMI-1640 sin aditivos durarte una

solhnn -con el objeto de eliminar compuestos- toxicos. .

R

i%{i,;ﬁ.« Preparaclbn y sfembra del inéculo: se descongelaron Smpulas
4 ﬁf"‘cohton!endo ‘el hibridoma CB-Hepl, secretor de AcM contra el-Ag S
7 ...del:virus-de- la hepatitis B. Se crecio en medio RPMI-1640 (3.5 g
glucosa/l'con 5% de suero de ternero durante 7 dias). EL inéculo
" - .obtenido fue de 300 millones de células con una viabilidad

%‘ .aproximada al 90%. En el binreactor se sembraron 200 millones de

Yo células y se ajustaron las siguientes condiciones de cultivo:

~ a. Control de consumo de glucosa: fue realizado diariamente

' (kit ‘Sigma) ajustando la concentracion de glucosa mediante un

5‘ " aumento progresivo de la circulaci~n del medio intracapilar y de.
i su. renovacion.

f ) - b. Ajuste de pH: se realiz~ 2 veces por dia mediante el

. : .rota-.tro de CO02 ajustindolo con el objeto de alcanzar pH 7.3.

B ’ c. Velocidad de-circulacisn: fue iniciada a 100ml/min.

d. Medio fresco: se renovd a razon de 50 mi/h.
e. Ciclaje del flujo reverso: se 1infici6 el dia 2 con
intervalos de 12 horas. -

. " “Las experiencias 1 y 2 se detuvieron el dia 7 al aparecer
P contaminacion bacteriana en el merdio intracapilar. Al infciar la
LI experiencia 3 se extremarnon las medidas de esterilidad en el
> . envasado y conservacion de aditivns (glutamina, piruvato). Al
v momento de realizar este inforwme, esta experiencia cursa su dia
i 20 con un desarrollo normal.

‘_—_P.‘ = :

-



: 2:2.3_Cultlvo de hibridoma en saco de diéllsl§ :
e

. alginato,se cuftivé el hibridoma CB-1FNA 2-a,
- Lcontra interferén alfa, en membrana de diélisis.

Hetodologia

. . a. Preparacién del infculo: se descongelaron smpulas . del
" _"hibtoma mencionado, ~ el que fue cultivado en medio RPMI-1640/107
‘ST. Se prepararon 2 inGeculos de 10 y 15 x 10E6 células totales.

-.SD.-de 2.4 cm de diametro, 7.0 cm de Iongitud y un cut off de peso

S molecular de 14 kD. Con el objeto de eliminar sustancias toxicas

ARG KL 1Y
Ve
»

. siguiente proceso de.lavado:

. - b.1. Dos en etanol al S50% ; ' - B
- -b.2. Dos en bicarbonato de sédio 10 mM. '

b.3. Dos en EDTA 1 mM.

b.4. Dos en agua destil!ada.

[

A

S ST RN AT

r

.

?

3

Los lavados fueron de 1 hora cada uno. Posteriormente los SD
fueron almacenados en Acido acético 10% a 4 C.

- -

’

o

"coloc6 una cirula de plistico para facilitar la manipulacién en

. '1 I

r

.’en agua d ebullicinn, los 3D fubron llenados con 10 y 15 x 10E6/
10 ful' RPHI-IG&O/IO%;T, respectivamente. Posterfiormente, previo
.anudado con hilo estéril del extremo abierto, se les retifre la

_‘canula y fueron colocados en tubos de 26 cm x 4 cm con 50 ml] de’

" .. RPM1-1640/10% ST. La fncubacicn se realizé con agitacicn en un

, o sistena de - rotacién (roller) de 1 revolucisn cada 30 seg 37 a C.

. "W

IS

. d. Mantenimiento de los., cultfivos: dado 1la activa
T - metabolizacién de) medio de cultivo, este fue renovado cada 24
‘horas. Se extrajo una alicuota diaria para medicion
~de glucosa y de la salida de células al sobrenadahte. Los SD de
©:45° y 10 .x 10E6/10 ml fueron abiertos a  los 4y 6 'dias,
'rrogbectlvanbnte, para determinar nr'imero de células, viabilidad y
. ,concentracion de lg.

~

”

Como técnica - aiternativa al cultivoe por encapsulaclOn en -
producto; del AcM

L b. Tratamiento de los sacos de dislisis (SD): se utilizaron -

# . . (glicerol, metales pesados, sulfures, -etc) se les sometio. al

. c. Montaje: los SD, lavados segin b.4, fueron anudados en
uno de sus extremos con hilo estéril! mientras que en el otro se ~

-la -siembra del indculo. Luego de esterilizarlos durante 2 horas -

del  consumo ..

et

‘Af

Can e N




. < TR iR S . -7 ’-'_
» -
.l’. N . ”y
‘- . ..
' = -
Resul tados
En la tabla nmern 2 se muestran los resultados
obtenidos al medir el consumo de glucosa para ambos SD.
’ YA
v e .
- . ) ! TABLA # 2 - .
' Dias en Consumo de gluconsa (mg/ml)
cultivo : 1« 2% %
1 0.4 D.39
< d 0.82 1.13
3 1.0 0.9 .
a ’ 0.9 0.77
' s HD - -
& 1.08 -
- » CB-1FNA 2-4 1.0 x '10ES cels/ml.
\ ) *1CB-1FNA 2-4 1.5 x 10EG cels/ml.
QQ ND: no determinado
‘ . Los valores de consume de glucosa tienen vital
A importancia en el seguimientn de lo=z cultivns, purstn que los
’ " otros parimetros estudiadns slo ox posible determinarlos una vez
-> tinalfizada 1a erperioncia. .
Con resprctn  a lorc recullados obtenidos al deteeminar
el nomero de c%lulas, viabilidad v 13 concentraci~n de Ig, estos
se muestran en Ia tabla A3:
TARILA # 3
. . i» 2%
’ # de cels x 10E6 - s2.s, 23.5
- viabilidad % 80.13 48.5
! : (1g) mg/ml . 2.97 ’ 2.64
1» CB-1FNA 2-4 1.0 x 10E6 cels/ml. ,
2%%CB-1fna 2-4 1.5 x 10E cels/ml.
1
¢ L&

e
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) . Evidentemente que los resultados. obtenidos .con este )
--siste-a de cultivo son bastante auspiciosos. ‘S{ bien se trabajo )
"‘con un hibridoma distinto al.usado en los cxperimentosd de
. ' encapsﬂhacién con alginato, probablemente la produccidn de Ig en
;- 8D.’ serfa.mayor. Experimentos en curso, en los cuales se-tomparan
v e »;amhos: rsistemas de cultlvo usando el mismo hibridoma, tienden a
j de-ostrar esto. . o _ - :
- T .Por otro lJado 1la baja viabilidad- obtenida en 2=
(48, 5%), se debe probablemente 3 que no hubo cambio de medio el
.dia anterior. : . ) -
. ¥ 5 .. 277 . 3, Purificacién de Anticuerpos Monoclonales P
E_;' R . -‘.’ ’ 14
‘ ':‘-‘ ’ ’ o - ' ’ ' - : .
. & L 3.1 Purificacién de anticuerpos monoclonales por
o = Proteina-A Sepharosa
\\‘ _",' - . ’
N ek Introducci6n .
€, .
K ;4 Se purifich un anticuerpo monoclonal (AcMo) secretado por. el
’ R hlbrldona CB-HEP1 a partir de fluido ascitico (Ver 2.1). EI
;5‘ ) esquema general de purfificacion utilizado fue el siguiente:
Pl ¢A)Filtracien | -
e  (B)Preclpitacion con Sulfato de Amonio
e (C)Desalinizacion : R
$i © (D)Afinidad
s
0
RS I 13
.?{- Metodologia
. Y . . .
v " (MFiltracien:
$7 Los liquidos asciticos (LA) descongelados a 37 C fueron
; tiltrados por gasa y algodon simultaneamente a temperatura
‘ambiente. S{ bien el proceso de filtrado a traves de papel filtro
; pgrnite obtener un producto de mayor limpidez, es excesivamente
lonto. Se filtraron liquidos asciticos correspondientes a los
lotes 22-26 con un volumen aprox. ,a 2 litros cada uno. De cada
lote separamos una alticuota (Crdigo A).
<,
t , . ’
' l - A ", ’ L




3

_‘ - Los LA filtrados fueron preclpltados a temperatura
am blente por agregado de sulfato de amonioc s6lido a razén de 313
-de sal por litro de LA para obtener una concentracion final
l 50%. ‘ Luego. de dejar reposar el precipitado por 2 horas-a 4 C-
f;centr!fugo ‘a 6500 a 4 C. Separamos una alfcuota del
dsobronadante del supercgntrifugado (Caodigo SC).. El precipitado
!“fue resuspendido en sulfato de amonio al 50% en un volumen igual
'7.[ ‘30% ‘del inicial vy centrifugado en las mismas condiciones. El

'125’ del lnlcial y separado una alficuota del mismo (Cadigo AP).
'(C)Desaltnizacibn:

s o El desalado de las muestras obtenidas en (B) se rearizo

*por croaatograffa de filtracién "en Sephadex-G25. La- colusna-de
- gel se equilibrd en PBS a 4 C monitoreando el eluato por -ediciﬁn
“de la densidad o6ptica en Uvicord acoplado a un registrador.

¥ .
»~

53 cm) fue de 1 iitro/hora, 10 que permiti6 obtener un Flujo.
- ‘Lineal (FL) de 12.72 cm/hora calculado segin la etuacitn
siguiente:

;' i

Aeve ..‘}_.‘5-.\1,; &
o -~ .

R

.y

Foe 4' . C FV = FL x A . siendo A Seccjén de 1a columna.

~ BN el

h

T . A = 78.5 cm2.
:§ _;>5'v .Para acelerar el proceso de desalado, usamos en

12

oy
!

w.el ,mismo FL de la columna anterior. S. colects el eluato protéico
"~ a temperatura ambiente hasta observar un aumento en la

Q?' ‘‘conductividad del mismo. Alicuotas de! eluido recogido fueron
ég;;' ."separadas (Codigo PD). : :

T : ¢ i

%;1 (D)Afinidad:

el

ﬁgi- S ., La muestra desalinizada fue pasada por columna XK50/30
A (Pharmacia) conteniendo 100 ml! de Protefna A Sepharosa. Una -'vez
4{!, 'equllibrada en tampn PBS pH 8.0 pasamos la muestra desalinizada
??17. ~<con un flujo volumstrico de 400 ml/h (flujo Iineal 20.4 cm/h).
& .. v ":Después de pasar la muestra, lavamos con el mismo tampén de
;é_;; "ffoqui'ibrlo hasta quec e) monitor UV recuperd la absorbancia o
e f. "+ 1inea de base original. Una alicuota de la fraccism no unida a Ja
#‘3* ¢ -“columna fue separada (C/Hdigo NB). y
f?i* . ’ Los anticurrpos fuernn elufdos con tampon citrato O.1M
o, ’

v P R L LR TR

! recip{tado fina] fue resuspendido en PBS, a un volumen igual al .

- "El Flujo Volumétrico (FV) de la columna utilizada (30 x

"ﬁparalelé otra columna de Sephadex-G25 (5 x 90 cm) trabajando con .
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=pH 4;0 yl-heutralizado el eluido con Tris Base hasta pH 7.0 lo
.cual, fue verificado con papel indicador. Una alfcuota de este
Posterior-énto la columna fue

-fue obtenida (C&digo ED.

Considerando por uma parte que este Iabﬁratorfﬁ,

(_puri{icaciones recientes, habia reportadu un descenso en los .

. rendimientos porcentuales de recuperacitn de inmunoglobulina y

‘por otra,: que los valores de absorbancla. registrados en " los

< cromatogramags de los eluatos obtenidos a pH 4.0 también habian

.7 " disminuido, decidimos modificar ' el protocolo. Para ello
“‘realizamos la elucion con tampén citrato 0.1M a pH 3.0 . Con esta

. variacion aumento gignificativamente la recuperacion  de

. anticuerpo elufido. A modo de ejemplo, citamos los resultados

'+~ experimentales correspondientes a la purificacidn de anticuerpo a

partir del LA del lote 823 (Figura Z).
’

Las fracciones obtenidas durante el proceso de
puritlcaclén (alfcuotas Cédigo LA, SC; AP, PD, NB y E) fueron
ensayadas. en su concentracisn protéica por el método de Lowry y

.en su '~ actividad especifica por ELJSA con placas &.1.A.
recubiertas con antigeno especifico del virus de hepatitis.

t

-La pureza de los diferentes eluatos fue comprobada

" mediante electroforesis. en geles de poliacrilipmida al 12.5% en

presencia de dodecil sulfato siddico  (SDS-PAGE) en condiciones

" nativas y redugtoras.

3.1 Purificacién de anticuerpos monocionales por lntercanbio
{é6nico.

Introducci 6n

El “hotorio aumento en |a demanda de anticuerpos monoclonales
(AcM) on e}l diagnéstico y la . terapéutica, ha obligado a
produclrlos en forma masiva. Siendn todavia el fluido ascitico de
‘ratoéon, su principal fuente de obtencion, la optimizacion de los

',leﬁOdol de purificacinn ha sido motivo de numerosos estudios. Los
*.. Wismos involucran métodos cromatograficas, siendo actualmente el

de maybr difusion la cromatografia de afinidad. Sin embargo, esta
presenta algunas limitaciones.

.'__P H
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% Y.{ntercambio fonico. En este ‘informe se reporta el empleo de una
- _>columna de intercambio anifnico en la .purificacién de un AcM
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.j-gtﬂ;-lxillzar la capacidad de adsorcién especifica de la resina, para
*.. su aplicacitn en la purificacicon de AcM en gran escala. oo

- b

A

S _)':';“"

enl ~ Metodologia

i_ ‘ }Ant1querpo Honoclonél

= o _Se empled el AcK murino CB-Hept, isotipo 1gG2b, dirigido

o - contra la proteina S del virus de la hepatitis (pHBsAG). El aismo

;0 Lt .fue; obtenido a partir de Iliquido ascitico (LA) de  ratones.

3“?’ _“ hibridos OFxBaIQ/c, previamente sensibilizardos con neeite mineral

kr * e inoculados con el hilbs istlema previn--tor.

T " Tratamiento del | qoido 2o bien

IR0 e -

Lol . .

- . Loz LA 1rfcoleclados por puncisn -multiple fueron

.. ..'centrifugados, filtrados por gasa .y algoddn y precipitados con -

W sulfato de amonio al 50%. A los efectos de ajustar la fuerza

. fonica de la muestra a las condiciones apropiadas a la resina de

" ' intercambio anidnico a utilizar, el LA tratado fue pasado por una

- . © - columna 30/53 de Sephadex G-25 (Pharmacia). La fraccion protéica

= .) , desalada se eluyé con tampAn Tris-HCl 20 mM pH 7.6.

3 . : -

£ Purificacion del Anticuerpo Monoclonal

§ - . i -

E' : El - AcM ftue procasado mediante cromatograffa de

S intercambio anffnico en .una matriz de DEAE-Sephacel (Pharmacia)

;" empacada en una columna de 19 x 2.5 cm equilibrada con Trise-HCI

;{’ ’ 20mM pH 7.6. Una vez sembrada Ja muestra, las protefinas no

7 enlazadas fueron lavadas c¢on dos volomenes de columna. Las

?' fracciones adsorbidas fueron eluidas mediante un sistema de

*- gradiegte lineal de 540 ml de O a 200 mM CINa/Tris-HCI 20mM

- - pH7.6; o discontinuo (60, 85 y 500 mM CINa/Tris-HCl 20 mM pH7.6).’

3 - Se seleccionn un - flujo volumétrico de 25ml/h. Las fracciones
fueron colectadas con monitoreo directo del proceso de elucitn a

r "280 nm (Uvicord, Pharmacia). .

r . - Ensayos Analiticos -

; La concentraciin protéica de las fracciones obtenidas

‘- .

4

”f;cro-atogrufia de afinidad, se encuentra la cromatografia de

" ‘muri{no. Se optimizaron las condiciones del proceso con el fin de

W
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en el” proceso de purificacién se determiné por el -ét&do de

UL RIS
BTN

3% Lowry. Como criterio de pureza de 1las mnmuestras obtenidas se
A¥ j‘ .emple6 la electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia
=7 Y .de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Se " emplearon geles al
g;, T "12.5% en ‘condiciones reductoras siguiendo el método de Laemmli.
s *-" Estos “-fueron tefildos con Azul Brillante de Coo-assie R¥250 y

.-analizados posteriornente por densitometr: (Hitachi) - para
-determinar la concentraci- protéica relativa de inlunoglobullna
*ilg) ‘en cada uno de los eluatos. -

" La presencia de AcM especifico se determiné por ensayo
7 inuunoenzimatico (ELISAY en placas de policloruro de vinilo
Tr . (Dynatech). Estas fueron sensibilizaila¢ durante 20 min a 50 C con
‘"~ 5 ug/ml de pHBsAg en NaHC0OR 100 mM, pH 9.6 y lavadas 3 veces con

';,:.

""h'! WA

i)

l_ una de las fracciones eluvidas de la columna de DEAE-Sephacel,
" fueron incubadas 2 horas a temperatura ambiente en &amara humeda.
.-Previo lavado de”las mismas, en Inz condiciones ya descriptas, se

- . incubaron con lnnunoglohulina de conejo .anti-1gG de ratdn

conjugada con peroxidasa por 1 hora a temperatura ambiente.” Los
" compléjos inmunes fueron revelados con 100 ul/pozo de solucion
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~solucion tampin citrato 50 mM, pH 5.5). La reaccifn fue detenida
con 50 ul/pozo de S04H2 250 mM y‘la absorbancia medida a 492 nm
(Titertek Mul tiskan).
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* Resultados
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)f_ ST A 10s efectos de obtener una mejor separacisn entre el
-AcM -y las proteinas contaminantes s« procedi$ a ajustar las
.condiciones de retrncirn de las distintas proteinas en la columna
.de DEAE-Sephacel con un gradiente continuo d& fuerza 1{dnica
creclente. Las figurasiyq muestran el perfil de elucisn obtenido
mediante un gradiente lineal de 0-200 mM de CINa y las SDS-PAGE
T . de los picos cromatogrificos. El anslisis electroforético muestra
. que en el pico 2 de 1a cromatngrafia fue colectada. gran parte de
& "7 la’'-l1g presente en la muestra sembrada. Por densitometria se
LI "'demostrﬁ que sf:lo el 62% de 12 ig total colectada pld\B en dicha
- . traceclon. En la figura se nbserva que el 87% de 1a proteina
o - “presente en dicho pico cnrresponde a lg, la cual posce el 72% de
7 la actividad especifica recupernda.

vy N
[AURSRS BINE
e

1

_ L Dado que todas las proteinas del . LA se unen a la
-, . - columna; reduciendo la capacidad de adsorci¢n de }a resina, y
<. . consliderando que en nuestras condiciones experimentales las Ig
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-
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~

;f"' PBS-0.05% Tween20. Las placas, conteniendo 100 ul/pozo de cada )

"sustrato (5 ul de H202, 5 mg de o-fenilendiamina y 10 wml de.
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‘$ —eluysn con una fuerza' ionica mayor de 60 mM ClNa, se ‘decidio
g, opti-lzar este método de purificacién incrementando la fuerza
iOnlca inicial. La figura muestra el perfil de elucitn obtenido
“con un ;radiente tineal de 60-200 =M GINa. Se observa que, a
dlferencia de la experiencia anterior, en las condiciones de
*i ‘equilibrio eluyen dos fracciones protéicas. WMediante = SDS-PAGE
i.(flgura 3 ). demostramos que la primera de ellas corresponde
s ‘hosogeneamente a transferrina (carril 1), y 1la segunda a Ig
.o - t(carril 2). Al aumentar el gradiente salino eluye una tercera
. "f-»tracciéﬂ que demostr¢ en la electroforesis corresponder a lg
k> - - “Ccarril A 3). Si bien en la figura 8- se ‘observa que estas dos
e ‘_. ﬁlti-as fracciones poseen Ig, con actividad especifica, la
ot densitonetrla mostr¢ que la fraccion 3 concentra el 82% del total
de la Ig eluida, con un B85% de pureza. Es interesante hacer notar
.--que .la Ig colectada en 1la fracciim 4 carece de actividad
" . especifica. < . . .
A lo; efectos de extender estos  resultados de
laboratorio a un subsiguiente proceso de escalado se encaré Ila
.purificacion. cv21 AcM mediante ‘la aplicacion de un gradiente
- - discontinuo de ClINa en 13s columnas wutilizadas en los
- .experimentos anteriores. El perfil de elucién obtenido se muestra
- en la- figura<] . Las tres fracciones obtenidas fueron analizadas
: por electroforesis observsndose que la Ig eluye en las frdcciones
.2y 3. Del - anadlisis posterior. por densitometria se (demostro que
.estas contienen el S0%X y el A6%, respectivamente, del total de lg
“eluida. Adn  cuando ambss fracciones presentaron actividad
. sespecifica similar (figurai~), con la fraccidn 3 eluyen proteinas
e contaminantes. )
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S Dado que con 85 mM de CINa en el gradiente discontinuo
FARN - 'queda retenida el 46% de la Ig, se increments la fuerza i6nica de
;34' “'3 éste paso a 100 mM CliINa. Al mismo tiempo y en funcién de los
% . ~objetivos propuestos, se escal el proceso en un factor- de 6
& ‘empleando wuna columna de 5 x 30 ecm (Pharmacia) . La figura
5{?’1 - 'muestra el cromatograma y la eflectroforesis corregpondiente a
g#z'- este experimento. La Ig se eluy’ en la fraccidn 2 con un nivel de
ﬁi'ﬁ .. .pureza adecuado. De la figura se nbserva que esta representa el ’
. - .93.5 % del total de lg eluida. .
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CONCLUS10NES

Las " actividades teéricas y pri3cticas planificadas por 1la
’ Agrupaclon de Hibridomas de este Centro de Referencia para ser
- desarrolladas fueron cumplidas. e

Con "fespecto al trabajo experinental, hemos ~ adquirido la
;capacitacion necesaria en la produccion masiva de . AcH,

¥, - sacos de dialisis. Los resultados obtenidos con este sistesa,
=, "aunque preliminares, parecen ser auspiciosos. Experimentos en
§§f3= -~curso tienden a confirmarlo. En lo que al bioreactor Acusyst-R
ﬁ?}: ‘.i-"respecta, las actividades fueron fundamentalmente demostrativas.
LS " Al respecto, el proyecto original contempla una Gltima etapa en
=0 -que los participantes trabajar4n con este sistema de cultivo.

5. ) ’

b ) - ,

> En relacidn a la purificaci:n de AcM a partir de liquido

= ' "ascitico se utilizaron las tecnoglogias de arinidad e intercambio
: "ipnlcb. Con respecto a la purificaciin con proteina A-Sepharosa,
se optimizaron las condicliones de recuperacion de los AcM. Los

-

- " informe, forman parte de un manuscrito en preparacion.
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Por otro lado, las actividades tedricas desarrolladas fueron
“de gran utilidad ya que estuvieron coordinadas de acuerdo a los
trabajos practicos planificados.
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No podemos finalizar este informe sin dejar de expresar
nuestro agradecimiento a todus los miembros de la Agrupacinn
N de Hibridomas y Modelos Animales.
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especialmente en lo que a cultivo de .hibridomas en perlas de
-alginato de Calcio se refiere. También hemos realizado el wontaje .
-de _una técnica alternativa como es el cultivo de hibridomas en

L resultados obtenidos por intercambio idnfco, resumidos en este .
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PRODUCCION MASIVA DE ANT ICUERPOS HONOCLONALES:
I’
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»pPRODUCC I1ON DEL ANT I CUERPO MONOCLONAL OKT3"
, : Q.F. ADRIANA BAZ (Montevideo, URUGUAY)
(Guayaquil, ECUADOR)

Lic. MONIKA MERINO




-~

o
- jaXP . h
1. : ,
> " - ;."‘ . . ) o - '
INTRODUCCION

El hibridoma utilizado en este entrénamienio fue OKT3 (ATCC),
siendo las actividades desarrolladas las siguientes: :

A) Cultivo del hibridoma (estaclonaric y en sus;ensién) (2,3

8) Estudio de ~parimetros metabolicos del hibridoma en cultivo
’ estacionario (3) : .

C) Produccién del anticuerpo monoclonal OKT3 en biorreactor de
~+ :fibra hueca (3,4): . . .

p) Purificacion vy Control de)l monoclonal obtenido (3,4}

Los nameros’ehtre paréntésis-indican el mes en el cual se ltevd a
cabo cada.etapa. -El plan de trabajo tuvo -una duracién de ires
meses a partir del 31/1/81%. ' !
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A) CULTIVO DEL HIBRIDOMA OKT3
1- Estac!oﬁario

El hibridoma OKT3 fue cultivado en Catedra de Inmunologia
(Facultad de Quimica, Montevideo, Uruguzy) en IMDM (Sigma, USA) +
20 % suero fetal (Bloser, Argentina) a 37°C y 5% CO02, en sultivo
estacionario, a partir del cual 20 millones de células viables
fueron transportadas a la Divisidon Hibridomas y Modelos Animales
(CIGB, La Habana, Cuba). .

Debido a que el medio seleccionado para la realizacién del
trabajo fue DMEM (Gibco) se procedid a la adaptacion del
hibridoma a:i mismo. El proceso de adaptacion se llevé a cabo de
acuerdo al siguiente esquema:

Se sembraron - dos frascos de cultivo con una
‘concentracion dJe células de 2G0. 000 células/ml (C/ml),
manteniéndoss la concentraciotn en este valor durante 9 dfas. En
el dia 9 se determinO0 % de viabilidad en ambos frascos, por
exclusién con trypan blue.

- Tiempo (dias) -

Frasco 1 3 5 7 9

’ T A 90% A 80% A 50% A 30 --
B 10% B 20% B 50% B 70% B 100%

' 2 A 90% A BOX A 50% A 30 % --
c 10% C 20% C 50% C 30% C 100%

. A: IMDH + 20 % Suero fetal (medio original)
B: DMEM + 20 % Suero de ternera (ST) (Cubavet)
C: DMEM + 20 % Suero de ternera + 3 % HECS (CID)

El % de viabilidad en ambos frascos fue superior a 80 %, por lo
que s8 considerd que la adaptacion de la 1inea habia sido
satisfactoria y que podia preséindirse de la adiciétn de HECS al
medio de cultivo., Posteriormente se redujo en forma gradual el %
de ST,

Las condiciones de cultivo para el desarrollo de todo el plan .

de trabajo descrito enm Introduccion (salvo que se especifiquen
otras condiciones) fueron las siguientes: ’ .

DMEM + 10 % ST + penicilina (100 Ul/ml) + estreptomicinz (50
pg/mi) + glutamina (2 mM) + piruvato (1 mM), 37°C y 5 % CO02.
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¢célu1as provenientes de cultiso estacionario ce

i— fornacxén de un banco cnlular a -~ 70°C.

fin de tener una reserva de la linea se congelaron

células provenientes de cultivo estacionario-y cuya viabilidad no

fuera inferior a 85 %. Luego de centrifugar las células

2 900

- rpm, durante 10 minutos, el pellet se suspendi6 en DMEM + 20 % ST

. 4.5 % DMSO (Fluka), a una concentracién de 3-10 millones €/ml. Se

congelo a - 70°C. - : L

I L

.

‘ii~ ;noculacidn en ratones Balb/c

: Conl el objetivo de eliminar una posible contaminacisn con
Mycoplasma "y determinar ‘el rendimiento de producciéon de
anticoerpo monoclonal ‘en ascitis "se -inoculé el hibridoma en

ratones Balb/c de acuerdo a los siguientes protocolos:

P I:v
Dia "~0-

Dia  6&-
)
Dfa’12-

° Ils |
Dfa'-o-

" pia‘ 10~
" ) i

’ .
DIa’lSL

P IIl:
, Dia’ 0;—

Dia 10-

Dia’15-

Para

‘sensibilizacién 1ntraper1toneal,
(¢ de 9-10 cemanas de edad y 24 g de peso, con 0.5 ml

la

sensibilizacion intraperitoneal de 10 ratones Balb/c (&
de 9-10 semanas de edad y 24 g de peso, con 0.5 ml de
aceite mineral.

inoculacidn intraperitoneal con 3 millones de
células/animal en DMEM + penicilina + estreptomicina
(5LY.

no se observod produccién de ascitis en- nxngun animal.

de 10 ratones .Balb/c

de ‘aceite mineral.

inoculacion intraperitoneal de 5 anxmales con-4-millones
de células/animal en SL y § animales con 5 millones de
células/animal en SL.

no se cbservo produccion de ascitis en ningdn animal.

sensibilizacién intraperitoneal,
(P de 9-10 semanas de edad y apr
peso con 0.5 ml de aceite mineral.
inoculacidn 1ntraper1toneal con 10 millones
animal, en SL,

no se observsd produccién de asritis en ningun dntmal.

de 10 ratones Balb/c
vimadamente 24 ¢ de

de célulaz/

iii~ test de presencia de Mycoplabma

deteccion de presencia de Mycoplasma se partid de

células previamente cultivadas en medio sin antibiét:co durante 3

C ey
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dias. El andlisis fue realizado por personal del Centro de Salud
Animal (CENSA) mediante proceso de hibridizaclién con sondas (1)
comprobandose ausencia de Hycoplasma en la linea celular OKT3.

11- Cultivo en suspensién

Se estudi6 el comportamiento del hibridoma en cultiyo en

-suspensién y encapsulado en alginato como posibles sistemas para

la preparacion del indéculo para el biorreactor. -~

Primeramente se realizé un cultivo del hibridosa en frasco
spinner, sembrandose en una concentracién ,inicial de 200.000 C/ml}
en un volumen de 300 wl de medio de cultivo. Cada 48 horas se

‘determiné - concentracién de inmunoglobulinas <(Igsl) por ELISA,
consumc de glucosa (Test Glucosa HK, Sigma), concentracién de

células y % de viabiiidad, cbteniéndose los siguientes
resultados: :

-Cultivc en suspensioén-

Tiempo Conc. celular Viabilidad Conc. lgs cG
(dias) (C/mY () % . (pug/ml) (mg/dia)
0 0.20 88 o= --
2 0.25 51 - - 25 1.6
4 1.20 53 19 0.7
8 - 1.10 48 23 0.6

(%)- expresada en mwmillones/ml.

Posteriormente se cultivé el hibridoma encapsulado en alginato.

- La encapsulacioén se realizé con ailginato 1.6 %  (Bellco) a una

concentracion de 1 millén de C/ml de & milléon de C/ml. -

Las perlas asi formadas se suspendieron en 170 ml de medio de
cultivo, en spinner de 250 ml. Cada 48 horas se determing
concentracién de inmunoglobulinas, consumo  de glucosa,
concentracion de células y % de viabilidad. En este sistema se
obtuvo: .

-Cultivo en perlas de alginato-

Tiempo Conc. celular Viabilidad Conc. lgs CG
(dfasg) (C/ml alg.)(%) % ‘ (pg/ml) (mg/dia)
0 1.2 890 . . -- ' --
2 1,3 57 30 1.1
4 2.3 27 35 1.6
6 2.1 25 28 1.8

(%) expresada en millones/ml

i N -
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-ELISA para detetminacion de concentracibn de Igs.

. Se sensibilizaron placas de microtitulaclﬁn (Titertek: con anti-

1g de' ratﬁn obtenida’ en conejo, durante 3 horas a 37°C. Se -

bloqueo con 'PBS-leche '2 %‘por § hora a.37°C. Luego de lavar -con
PBS Twéen’ 0 05 % (PBS-T), ' se. sembraron 100 pul/pocillo de
di)uciones de las muestras en PBS-Tween 0.05 X-leche 2 X (PBS-T-
L), incubéndose por 3 horas a 37°C. Posteriormente se lavé c8h
PBS-T" "y se'‘~agregd 100 : pl/pocillo de :una dilucién adecuada de
anti-lg ratotmn conjugadas a peroxidasa, en PBS-T-L. Luego de
.incubar con el conjugado por 1 hora a 37°C, se agrego 100
pl/pocillo 'de” ~sustrato - para peroxidasa (OPD) y se . detuvo  Jla
reacci®n con H2504 2N. Se ley6 la densidad o6ptica a 492 nm en un

)lector de ELISA (Titertek Multiskan). La concentracién de lgs en
las muestras ‘se ‘expresaron referidas a una soluci6tn de 1gG de
raton de concantracién conocida tomada como estandar.

I R LTSS S .-

B) ESTUDIO DE 'LOS PARAMETROS m—:‘rasoucos DEL HIBRIDOHA EN CULTIVO
rer ESTAC rommo

Debido a que las caracteristicas metabtlicas de la linea en las
fases de crecimiento y producciédn deben determinarse para

'permitir 'un mejor control © del proceso de  prouduccién en-

biorrgﬁctor (2), se’ siguia el esquama'

F ¥ ’ N
- s ,sembrapon' 16 frasgcos- de..cultivo con una . concentracidn
{ﬁfciir‘de"IOOOOO C/ml -incubandose a 37°C y 5 .% C0Z. durante 8
dias. Los parémetros determinados, diariamente y por duplicado,
fueron viabllidad, consumo de glucosa, pH y concentracitn de
jnmunoglobullnas. Los resultados ‘8@ muestran en la Figura i,

IS N T L
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C)> PRODUCCION DEL ANTICUERPO MDNOCLONAL OKT3 EN BIORREACTOR DE
FIBRA HUECA -
. oD Descripcién breve del eéuipd:

Se'utll}zb 'un biorreactor Acusyst-R (Endotronics), el cual
consta de un cartucho -de fibras. huecas que definen dos

compartimentos, el espacio intracapilar (EIC) y el extracapilar’

(EEC). Las células crecen en EEC vy en este queda retenido el
anticuerpo monoclonal que secretan ya que las fibras tienen un
cut-oft-de 10.000 D. Se produce de esta forma un libre pasaje de
metabolitos y nutrientes entre un espacio 'y otro exceptuando
aquellas moléculas 'de peso molecular mayor de 10.000. .El equipo
posee, ademas.” un reservorio'de medio conectado, por un lado a la

i
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bomba de medio (BM) ,. la cual controla la entrada de medio fresco
al EIC y salida de medio circulante (metabolitos), y por:- otro
lado a 1a bomba de circulacién (BC) que controla el suministro de
oxigeno al cultivo. E}l cambio en el sentido .de circulacién de
medio ipor'el EIC es otro parametro posible de ser controlado
seleccionando el tiempo de «ciclaje (CT) en el sistema., Al
reservorio- se Inyecta aire mezcladc con C02, el % de este en la
mezcla puede controlarse con . el nivel del rotdmetro del ?uipo.
Este x'es‘utilizado para mantener el ph del cultivo en el*valor
deseado."- '

El cartucho esté conectado también a la bomba de factor (BF) que
controla  simultineamente 1a: entrada de medio al EEC asi como la
velocidad’ de salida- de la cosecha. )

En resumen, seleccionando las velocidades de circulac!éﬂ por las
tres bombas se-- controla, suministro de nutrientes y. oxigeno,

-salida de metabolitos y cosecha de anticuerpo secretado.

Existen salidas de donde pueden extraerse muestras del medio IC
y:EC. 'El ‘nugstreo de’ IC se utiliza para determinar los niveles de

glucosa y el pH en el medio circulante (debe - realizarse

diariamente), mientras que las muestras del EC permiten estimar
el estado de tas células en el cartucho (viabilidad, células en

'divlsfbn, etc).

NOTA: an ’este proceso con el fin de asegurar al méaximo Ila
esteri{lidad de! sistema se intercalaron filtros de fibra hueca de
0.22 p (Media-Kap), entre los frascos de alimentacion de IC y EC
y el ‘blorreactor. Ademas todas las operaciones de cambio de
medlos y extracciones de muestras se realizaron en flujo laminar.

“11) Operaciones previa lndbulacién y durante el
proceso de produccioén

1- Cultivo de las células en medio sin antiblético 24 horas

‘antes ‘deisu'inodulacion.: - o .- g S

. . .

‘2= Lavado del espacio IC con la finalidad de eliminar el
glicerol que cubre )as fibras el cual eos citotédxico.

3- Tratamiento del EC con medio =up|ementado con suero, este
proceso prepara el sistema para la inoculacion proporcionando
a las células los factores de adhesitn presentes en el suero.

. 4= Test ‘de citotoxicidad: permite determinar si el medio

circulante en ol sistema tiene alguna accion citotoxica. Se
" extrajeron 10 ml de medi{o del espacio IC en los cuales se
‘skmbraron 2 millones de células. Se realizé, on paralelo un
‘eontrol con medio de! mismo lote. Los cultivos se observaron
. cada 24 horas para la deteccién de alguna actividad

PR
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citptoxica,  durante 72 horas. - ., .. .. - c e
Test de esterilidad: este ensayo permite determinar si se ha
contaminado el sistema en las operaciones previas a la
Anoculacion. Se -llevd a cabo. simultaneamente al anterior. Se

" ., extrajeron 10 ml .de. medio del espacio IC y se incubaron a’
37°C por 72 horas. Se realizé, en paralelo un control con
medio del mismo lote. La presencia de contaminacitn .se
analizé6 .por observacion microscépica..

o
5- "Set-up" del equipo. N
.:-Las.condiciones :iniciales de! equipo fueron:
et e - BM, +.20 mi/h . .
wi.- . . .. BC 100.ml/min -
;- -BF; .. 3 ml/h- - 5 )
s ., ..t T 37 °C- - _
_:iv4- -.. Cioclaje - O min . T -

Con estos parémetros fijos se ajusto el rotametro a un nivel
tal que el pH inicial fuera estable y de 7.3. Luego de ‘
estabilizado.y previo a .la inogculacion se fi1Jo6 la BF en O.

6- Preparacicn del inéculo

PRy i el ) ) .

Durante los dias,previos a la inqculqcicn se siguid un estricto
control -del :cultivo qstaciqnapio.:deﬁeimlnéndose diariamente
concentracién celular. y viabilidad ‘en cada frasco de cuvltivo., E!
valor de concentracién celular se mantuvo mediante expansion del

.. cultivo.entre 200.000-3Q0.000 .C/ml, .ya que en este rango las

células se encontraban en_ fase de crecimiento exponencial.

' Un dia antes de la inoculaci6n las células se cultivaron en
medio sin antibiético, y por % viabilidad se seleccionaron 14
frascos de cultivo que contenian 30-40 millones de
células/frasco y.viabilidaﬂvdg.as-QQ %o .
_Antes de la inoculacién y juego del setup del equipo las
células se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 min. El! pellet seo
resuspendid en 100.m} de medio EC determinandose ndmero de
células y viabilidad. Se volvip a centrifugar & 1000 rpm durante
10 min y el pellet se resugpandié en 35 ml de medio EC. .

Ei inoculo.obtenido congi{sti6 en 500 millones. de células y 94 %

.de,viabilidad., - . ey ..1 . e

’

7- Inoculacién
B 3 ter L .- S e . X . )

Con 1la BF en O, se cerr6 la conexién entre el blorreactor y
la linea de cosecha. La suspension celular (35 ml) se transfirio
a una jeringa de SO ml y se inocul¢6 al espacio EC, seguido de la
inyeccién de 10 m) de medio EC. El proceso de inoculacion se

realizo on 15 nin. El pH se controlé 2 h post-inoculacion siendo
do 7.3. . .

P N
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5- ?xqucc}On diaria de muestras de 1C, defer-inacidn del
bqqsumd’dejglucosa y medida de pH. ' ..

6-.§x€répc16n periodica de nmuestras de EC en tunci6n~de-los
paqémetyos anteriores, creciniento celular, concentracidn de

‘in@unog!obuiinas (lgs) en las cosachas, etc. - 4

7- Cambio de trascos de alimentacion ¥ deshecho de medio IC y de
alimentaclbn de EC ¥ cosecha, segin {ndican 1as Tablas 2 ¥ 3
respectivanente.

g- Tratamiento de Yas cosechas: Se cehtrifugaron'é 3000 rpm, POT

10 minutos, el pellet se resuspendic en medio de cultivo ¥y

observo microscbpicamente para determinar viabilidad celular,
presencia de células en divisiotn, contaminacién. etc. Las
cosechas S@ conservaron a3 - 20°C hasta su purificacién, en
todas se deternind concentraclon'de inmunoglobulinas nur inas
‘(-l':'._l..lSA_).i - ’

1 -

111) Medios de cultivo utilizados:® - -

Medio 1C: DMEM - + g}utamlna (2 mH)/pifuvato (1 o) ¢ penicilina
. ' (100_Ullpl)/éét:eptomiéina (50" pg/mt)

Medlo EC; DMEM ¢ 10 ¥ o1 + glutamina (2 ol spiruvato (L o) ¢

Upépigii}na:(goo_Q}/ﬁﬂ)(estreptouicina (50 pg/mid.

! s

En 1a %ablé S,ée éspeciflcan otros componentes que seé adicionaron

a egtogwmeqigg.y en qu§'pomen;o_del'proceso.

V) gsqqqqi’sé;ugﬂd para tnoculacions ~

e §y

Diaﬁ}'gg'énsambfado dél”piorreactor, esterilizacion € :
iqgtaiac}ﬁn. Lavado del egpacio 1C durante 24 horas.

Dia{- 1 tfétamieﬁtd'del espacio EC con suero. Muestreo para‘test
de cltotoxlcidad y esterilidad. Cultivo de las células
en susencia de antibiético.

iqoculacibn, gelecclon de niv;l de rotametro hasia
qstab!lizac!bn del pH en 7.3. E

Dia,

D .0

P

it -



’ - - .- - --_.__._‘,.“ e e
o
, :
i - — I
Yy, \
f .
- 9

TIENPO - - PROCESO:- *- - " PARAMETROS BIORREACTOR

(dfas) - - R o
LA - .- BM "BC - BF pH
{ml7h) (ml/min) (ml/h) ’
-2 ensamblado - . L
egterilizactién 400 500 " 50 e
o - ~~lavado IC =~ - - e S
. T - . . . N e . 3 - - b
-1 tratamiento EC . -
AP St i tegt T 0 - 20 100 - - -50 - 7.3
v T -1-.citotoxicidad - - : : :
) - .7 .. -.esterilidad o - .

"~ {noculacion - o
T TR, L C y

V) CONTROL DEL PROCESO Y RESULTADOS

El proceso se control® mediante la extraccidn diaria de muestras
del espacio Iintracapilar para determinacién de consumo de glucosa
'y PpH. Cada 48-72 horas se extrajeron muestras del espaclo
extracapilar, :

Lo Al dfa 5 post-inoculacién se comenz6 la circulacion de factor
§ ’ .per el espacio extracapilar y por lo tanto la cosecha.
En la,K Tabla § se muestra la estrategia de control y _los
parametros determinados a 1o largo de todo el proceso de
- producciotn en el biorreactor. :
La Tabla 2 detalla el tiempo de recoleccién de las cosechas, el
_volumen y concentracit6n de inmunogiobulinas de las mismas.

La Tabla 3 resume las opoeraciones y ohsarvacliones realizadas
durante el proceso.

\F

~ La observacitn periédica del cartucho y la toma de muestras del

espacio extracap{lar permitieron estimar, Junto con- los

S/ paréametros medidos la evolucioén del cultivo. Durante los primeros

7 5 difas se pudo visualizar una considerable velocidad en el

// crecimiento del hibridoma. El dia 3 post-inoculacion se efectud

./ una extracclidn de muestra del espacio extracapilar, observindose

// gran nimero de células de aspecto viable asi como también
numerosas células en proceso de divisién.

A partir del dia 7T se observd una detencidn en el crecimiento
calular, La extraccisn EEC realfzada en el dfz 9 no mostraba una
cantidad significativa de célultas vibles.

El dia 12 se adiciono HECS al medio extracapilar, y se detectd
una posibie contaminacien en el EEC, y por lo tantc se
realizaron extraccionses del espaclo extracapilar cada 48-72
horas.

L en. . W
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Se confirmoé contaminacictm bacteriana el dfa 19 en el EC,
aumentandose al doble la concentracisn de Pen-Estr. en el medio
IC, y adiciondndole Kapamicina (100 pg/ml). EIl tratamiento con
Kanamicina se continuf, .por 72 horas. "

La observacién de las cosechas tratadas como se describe
anteriormente demostro: ) S e

La cosecha 2 presentaba mayor cantidad de células muertas que la
1, en cambio en la.cosecha & se volvid a encontrar un alto namero
de células de aspecto viable. e e e T

La cosecha No-11 fue la primera con una turbidez considerable,
el pellet obterido luego de su tratamiento se. resuspendl 6 en
medio de cultivo y se incubo a 37°C por 24 |horas. Pudo
comprobarse una contaminacion por bacterias en esta cosecha.

Las cosechas siguientes presentaban todas una ligera turbidez.

En el pellet obtenido a partir de la cosecha 15 se observo gran
cantidad de células no viables y bacterias. -

»

ars L PR TP ) - LT
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TABLA“1: '
TIEMPO ‘*BM-- BF "BC ’ TC - pH R CG
(dfas) (al/hr) (ml/hr) (mi/min) (min) . : (ng/hr)
.0 20 0 100 0 7.3 - 28 &
20 0 100 o 7.4 28 61
2 20 0 100 o 7.5 20 20
N 3 20 0 100 o] 7.5 18 46
. =4 30 0 100 0 7.5 18 83 '
5 30 1 100 o 7.4 19 72
<) 6 S0 1 100 o 7.5 19 67
7 150 3 200 720 7.5 19 72
8 " 200 2 400 720 7.5 23 64
g 200 2 300 720 7.4 28 70
s 10 200 2 300 300 "7.5 - 26 60 :
A1 200 2 300 300 7.3 28 250 '
12 200 4 400 300 7.3 28 108 ’
r 13 200! 4 400 150 7.4 28 116
14 250 4 400 150 :7.4 28 99
15 250 4 400 100 7.4 28 64
16 250 4 400 100 7.5 28 136
. 17 300 4 400 60, 7.3 28 87
N ©- 18 300 - & 400 60 7.4 28 106
N 197 300 7, 6 400 60 7.5 .. 28. 119
“ro0°d:- 350 6 - 400  -60 .. 7.4 .- 28 182
K =24 3 2400 g . 8 800 ~ 12 . 7.3 28 . 240
’ =29 1 " 400° - 6 500 12 7.4 28 260 .
23 400 6 500 12 7.4 28 320
24 400 6 500 12 7.4 28 600
) =25 400 6 500 12 --- 28 420
26 400 8 500 12 7.3 28 ---
* 27 400 8 500 12 7.3 28 . 440
28 400 8 500 12 7.3 28 240
- 29 " 400 8 500 12 7.3 - 28 200
30 400 8 500 12 7.4 28 240
. 31 400 3 500 . 12 7.2 28 280
‘32 400 3 500 12 7.3 28 300 ,
. 33 400 3 500 12 7.3 26 190
34 400 3 500 12 7.3 28 120
35 400 3 500 12 7.3 28 270
© 38 . 400 3 500 12 7.3 28 100
37 400 3 500 12 - 7.3 28 150
38 400 3 500 12 7.3 .28 150
39 400 3 500 12 ---

' BC: bomba de circulacion R: nivel de rotamutro
» ‘BF: bomba de factor CG: consumo de glucosa

28  --- ‘
40 Fin del Proceso
' ~ “BM: bomoa de medio CT: tiempo de cicleje
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TABLAWZY
Tiempo . cosecha No -Volumen Concentracion [gs
(dias) . .- . (m1)(%) - (pg/ml)
8 1 100 ' " 235 b
) 10 .- 2 200 . 60
- .12 .. ..3 200 100 -
Y e 14 4 200 52
: 16 5 200 .- 42 '
19 . 6 250 73
“) 20 . Y 100 . 41
- 22 - -..8 400 . 63
.24 -9 400 120
26 . .10 400 33
A’ 27 s 11 200 38 - ,
. 28 .12 200 --
29 . 13 200 . 41
t <30 - 14 4180 . 57
33 . 15 180 . 100
: 35 i6 200 74
.8 - 37 e .. 17 200 _ .98
N . 39 - . - 18 500 45
\§ ’ . 49 19 150 : 40

(%) En algunas cosechas el volumen excede al que deberia
habers2 cosechado..de acuerdo a Ja velocidad en la BF, esto se
debi® a que se mantuvo parcialmente la misma en valores mayores
que los Indicados en la Tabla 1 en general luego del cambio de

) filtros. , , - ' - .

\ ¥ o
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TABLA 3
Operaciones y Observaciones real!zadqg
**  durante el proceso
_ Taponan1ento de filtro de medio EEC.
Taponamiento de filtro de- medio EIC
_ Adicién 3 % HECS a medio EEC.
Adicién Kanamicina y duplicacion [pen-estr]
al medio EIC.
Idenm anterlor.
,lden anterior.
"Adicién 3 % HECS a medio EEC.
Formacion cristales en conexion de entrada al
" EEC del cartucho. Taponamlento de filtro de
medio EEC.
Adicién 3 % HECS a medio EEC. T oo
Idem anterior.
- Formacién-cristales idem dia 26.
Desconexion del biorreactor.

s 3. -
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D) PURIF!CACION-Y CONTROL DEL ANTICUERPO MONOCLONAL OBTENIDO

"if. 7+ - 1) Técnicas usadas en el control del anticuerpo
: - OKT3:

o‘{s -

» Determinaclsn de concentracién de proteinas totales por. Lowry

. . (3.
#*Determinaci én de concentracién de lgs murinas por ELISA. '
" % Determinacién del nivel de pureza por SDS-PAGE (&) Y.
:) densitometria.

% Determinaciodn de especi{ficidad por IFI.-
% Determinacion de presencia de &cidos nucleicos por
‘eléctroforesis en gel de agarosa (S).
o "% Determinacion de concentracioén de Proteina A (ELISA).

% 1IF1

Como células CD3+ ge utilizaron ya sea linfocitos humanos
periféricos separados de sangre fresca por gradientz de Ficoll
(Pharmacia), ya sea lineas celulares T (Molt-4, Jurkat,
. provenientes del Centro de Investigaclones Blolégicas).

Qh; La técnica se realiz6 en microplacas de 96 pocillos. Se incubéd
‘§ por 30 minutos a 4°C, 50 pl/pocillo de las muestras a ensayar con
500.000 células/pocillo. Luego de lavar 3 veces con PBS-BSA 0.1 %
se Iincubd por 30 minutos a 4°C, con 50 ul/pocillo de una dilucidn
adecuada de anti-lg ratén conjugada a fluoresceina. Se determind
% de células fluorescentes en cada muestra. En cada ensayo se

introdujo un control positivo, un control negativo y un blanco.

-~

# Determinacion de concentracién de Proteina A '

Considerando que 1la Proteina A puede ser un contaminante
importante en los eluatos obtenidos luego de la cromatografia se
realizé una determinaciétn de la wisma por ELISA., Para ello se
siguié el mismo esquema que para determinacion de Ilgs murinas con
algunas modificaciones. Se sensibilizé con anticuerpos anti-
Proteina A obtenidcs en carnero, ¥y se rz2veld con los mismos
anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina. Se utiiiz& wuna
solucion de Proteina A de concentracién conocida como estindar.

11) Procedimiento

1

’ h]

Los anticuerpos monoclonalrs OKT3 se purificaron a partir de ;

sobrenadantes de cutivo estacionario y de cosechas d& J
) blorreactor. Los sobrenadontes gse utilizaron para ensayar l&s f ‘
L4
-
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condiciones de puriticacién y control del monoclonal obtenido.

Para ello se partid de sobrenadante de un cultivo estaclionario
de 48 horas (V= 1000 ml) el cual se precitpito con sulfato de
amonio (50%). Luego de dejar estacionado por 2 horas a 4°C, el
precipitado fue centrifugado a 6500 rpm, 4°C durante 20 minutos.
Posteriormente se lavé 2 veces con sulfato de amonio 50% y se

centrifugd en las mismas condiciones. El precipitado se disolvid
en 200 ml de PBS, se centrifugd a 6500 rpm, 4°C durante 20
minutos ¥y se realiz6 una gel filltracién por Sephaqex G-25
(Pharmacia), para eliminar el sulfato de amonio usando" Tris 20
mM/ NaCl 150 mM pH 7.5 como tampén de corrida. E! eluato se
concentrd por wultrafiltracidn hasta un volumen final de 50 ml.

. Posteriormente, a 20 ml de eluato concentrado se le realiz6 una

cromatogratfa de afinidad en Proteina A-Sepharose (Pharmacia),
adsorbiendo la muestra en tampétn glicina 1.5 M/ NaCl 3"M pH 8.6,
eluyendo consecutivamente con los siguientes tampones citrato a
pH: 6; 5; 4 y 3. Se obtuvieron picos de elucién a pH 6, § y 3.

A cada uno de los eluatos se les determind concentraciotn Igs,

pureza y especlificidad. ~

Los resultados mostraron que la mayor cantidad de Igs se
recuperaban en el eluato a pH 5, donde ademds se encontraba la
actividad especifica. No se observd bandas de contaminantes

- importantes en esta fracciom.

Consecuentemente el método seleccionado para la purificacion del
anticuerpo monoclional a partir de las cosechas de biorreactor
sigui6 el ésquema: ‘

A) Cromatografia de Afinidad en Proteina~A(»)

a- Filtracién de cosechas por membrana ©0.22 p, dilucién
al medio con tamp6n glicina 1.5 M/NaCl 3 M, pH 8.6 (tamptn 1), o
PBS pH 7.4,
b- Lavado de la columna de Proteina-A Sepharose coen
tampon citrato pH 3.
c- Neutralfzacidn de la columna con tampén I.
d- Aplicacién de la muestra (90% de la capacidad de la
columna).
e- Lavado de non-bound con tampon 1, o PBS.
f- Elucitn con tampédn citrato pH 6.
g- Elucién con tampén citrato pH 5.
h- Retomar en paso b.

(%) Se utilizé Proteina A producida en Cuba.
Como método de disminuir la adscorcién de 1gG bovina del ST a la

Proteina~A, 8e usd en las Gltimas purificaciones PBS pH 7.4 comon
tampon de acoplamiento (8).

Los eluatos a pH 5 y 6 fueron neutralizados con Tris. Se les

controls pureza, (lgs), proteinas totales y especificidad,
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B) Gel FiltraciSn por G-25

Este paso se realizé para cambio de “soluciém tampin en los
" @eluatos obtenidos a pH S, usando Tris 20 mMsNaCl 150 mM, pH 7
como tampon de corrida. : 2

- »

St

C) Concentraci®n -

- 12
— -

Todos los eluatos  obtenidos a pH 5 se concentraron por
ultrafiltracién y'se congelaron a - 20°C. Se filtro por membrana
j)de poro 0.22 u:y se liofilizd. Parte de este pool (UKT3 PE) se
utilizs para las etapas que se .describen a continuacidn. :
- -3 - . - . :
- 3 .. D) Intercambio Ionico en DEAE-52
. 303 .. T .
Se realizé este “intercambio con el fin de eliminar algunas ) '
proteinas que se encontraban contaminando el producto final
1 obtenido en C.(OKT3 PE). Se siguic el esquema:
: - tampon de acoplamiento: Tris 20 mM, pH 8.5
- aplicacién de la muestra diluida en tamp®n de acoplamiento
hasta presentar una conductividad similar al tampdn de

\ acoplamiento. .
™ . - eluci¥n con Tris 20 mM/ NaCl 60 mM.
\ - - eluciotn con Tris 20 mM/ NaCl 100 mM.

- elucién con Tris 20 mM/ NaCl S00 mM.

\ - regeneracion de la matriz con Tris 20 mM.
’ -~ e .
A los eluatos se les determine concentracién total de proteinas,
)tlgs], pureza, presencia de DNA.
. R .
. i - - E) Intercambio lénico en DEAE~Sephacel
Se realizo- este intercambio con el objetivo de eliminar Jlos
contaminantes que no pudieron ser eliminados en el paso anterlor.
Se siguio el esquema: .
- tampsSn de acoplamiento: Tris 20 mM, pH 8.5 -
- aplicacion del eluato NaCl 60 mM del paso C, diluido en ’
. tampon de acoplamiento hasta presentar una conductividad

gimilar al mismo. .
- elucion con Tris 20 mM/NaCl 60 mM.
- elucion con Tris 20 mM/NaCl 100 mM. .
- elucion con Tris 20 mM/NaCl 500 mM.
- regeneracion de la matriz con Tris 20 mM.

F) Gel Filtracion en Sephacryl-300 (Pharmacia)

Drbido a que el % de purezd de la fraccion 1 obanida lusgo del

intercambio 1i6nico con DEAE-52 y del OKT3 PE eoran similarevs se@

t usé parte de este Gltimo sin liofilizar para ensayar otro paso do "
purificacion que pudiera eliminar los contaminantes. Para ello se
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realizo una gel filtracicén en Sephacryl-300 usando Tris 20 mM pH

8.5 como tampcn de corrida.

111> RESULTADOS
N . o

La Figura 2 muestra el esquema de purificacicn seguido y en la
Figura 3 se muestran los cesultados obtenidos en el primer paso
(cromatografja de afinidad en proteina A). Como puede observarse
algo de anticuerpos detectables por ELISA eran eluidos a pH-6~

Cabe seffalar que para 1as cromatografias hechas con PBS pH 7.4
como tampon de acoplamiento se obtuvo un eluatc a pH 6 mucho
menor, que para aquellas en las que se uso tanpén pH 8.6. -

La Figura 5 muestra la densitormetria obtenida luego de
electroforesis SDS-PAGE para el OKT3 PE previo a su

liofilizacisn, Como puede observarse aun se encontraban bandas de

contaminantes (albumina, transferrina, proteina A) que segin el

'dgnsitograma ‘constituian el 33 ¥ de la muestra total. A esta

misma nuestra se le determind contenido en. Proteina A
obteniéndose un valor de 25 ng/ml.

El ensayo de -tFI mostr® para todos los eluatos obtenidos a pH 5
(en todas las cromatografias realizadas), gque en esta fraccion se
concentraba la mayor especificidad (mas de 85 % de las células
eran reconocidas por dicha fraccisn). El patron de t luorescencia
obtenido se caracterizé como puntos en los “bordes"™ de la célula,
distribuidos ro uniformemente en todo el perimetro. Este patron
fue similar al obtenido con el anticuerpo monoclional ant{i-CD3
10R-T3 (producido por el INOR).

Los resultados obtenidos luego del intercambio ionico en DEAE-5Z
ge muestran en la Figura 4 ¥y los densitogramas de cada eluato en
lag Figuras 6, 7, 8 y 9. Puede comprobarse que una cantidad
{mportante de . gamasglobulinas "no murlras" (no revelables por

ELISA) fueron -eluidas con NaC! 100 y 500 mM.

La determinacion de presencia de &cido nucleico se realizo a
los tres eluatos obtenidos del intercambio ionico, a la cosecha
17 y al OKT3 PE.: Los resul tados mostraron presencia -de acido
nucleico en todas las muestras excepto el eluato de intercanbijo
{énico obtenido con NaCl 60 mM. :

E] intercambio ionico en DEAE Sephacel no resul t6 adecuadn para

separar las proteinas contaminantes.

La gei filtracion en Sephacry!-300 permitio oliminar las
proteinas contaminantes, obteniendo una rinica . traccisan (gne por
electroforesis y posterior densitomatria presento upa purasi de

4. - o ,

‘__E;-\-" i
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100 % (Figura 10 y 11).

A continuacién se resumen los resultados de % pureza obtenxdos

N en cada paso de purificaciun, para l1a traccién OKTS  PE, Tlas
fraccignes obtenidas del intercambio fdnico con DEAE-52 y la
~ . fraccion obtenida en gel filtracidn con Sephacry1-S-3CC hxgh re-
solution. . . '
); . ..Fraccion % (CP+CL) % C  PT (mg/ml:
'OKT3 PE 85 15 8.7
P ;- N B : 24 76 0.1 ‘
’ : F 1. 81 19 0.4 '
- F 2 51 . 49 0.1
\ - -, . F 3 63 37 0.1
e ’nSephacryl 100 0 2.7
‘ - CP: Cadena Pesada C: Contaminantesz

-t : L CL: Cadena Liviana PT: Prote:nas Totales

\&\\ LA ‘)

\\ . ) 2. - .'» . . .- ’
\ De la-tabla anterior se puede resumir lo siguiente:

N

5 - - mg anticuerpo obtenido en las cosechas: 280 mg
- mg de anticuerpo OKT3 liofilizado: 297 mg/ pureza 85 %
) - mg de ant;cuerpo luego de ge! filtracisn: 32 mg/pureza 100 %.

Rendimiento en purificacion: aproximadamente 100 %.




19

; : © ) DISCUSION

-
R )

. 1- Partes A,By C : !
Considerando el objetivo de esta etapa del Proyecto la
inoculaci¢n del anticuerpo monoclonal en animales se realizé con
el fin de’' analizar la producci®n en ascitis y _compararla, con la
de! biorreactor. Una vez que el primer protocolo de inoculacion
‘no dio resultados positivos se - ensayaron consecutivamente los

otros dos descritos en la parte expericental. El hecho de haber
S - obtenido un 0% de prendimiento de ascitis, sin observar tampoco
- el desarrollo de tumor s6lido en los animales podria expllicarse
‘ por una pérdida en la clonalidad en la linea o por el uso de un
') protocolo de inoculacién inadecuado. Ambas hipotesis deberian ser
estudiadas, la primera realizando un clonado de & linea
determinando si la poblacién aun continta siendc cerr. o Yy la
segunda utilizando otras condiciones en el protocolo de ,
.o, . produccion de ascitis (Ej: otros irritantes, wusar 2animales .

suprimidos, etc.). :

\
el

v El cultivo del hibrido en suspensi¢on se caracterizd por una muy
baja viabilidad. Como primeramente =<=e realiz¢ un cultivo en
frasco spinner y se obtuveo (48 h post-siembra) un descenso

- significativo en "la viabilidad (resuitado reproducido en dos )
\ experimentos independientes), se supuso que la agitacicn podria

N cecnstituir un factor negativo para ei cultivo. Por esta razon se

§., procedié a realizar un encapsulamiento de las células en

alginato,” esperando que el microambiente de las"per[as de
alginato protegiera a las células de la agitacion. Debido a que
. en este sistema también se produjo un descenso en la viabilidad y
que éste podria deberse a alguna accién citotdxica del alginato,

') no puede asegurarse cuil (o cu&les) pudieron haber sido los .
factores responsables de la muerte celular. Mediante el agregado 1
de perias de alginato a un cultivo estatico podria comprobarse si
éste pudiera ser citotdxico. Los resultados de disminucion en la
produccién de Igs y en el consumo de glucosa para el primer
cultivoc son concordantes con la progresiva muerte celular. Sin

i embargo, en el cultivo con alginato este descenso no es marcado,
' suponiéndose que tanto las Igs producidas como &l consumo de

glucosa eran mantenidos por las células que escapaban de las
. perlas - que se encontraban diariamente libres en el medio.

Amboz <=istemas fueron descartados como forma de preparar el
indculo para el biorreactor, ya que con ninguno de ellos fue
posible la obtencidn del numero de células necesarias y con la
viabilidad requerida. Por ello se seleccion” el cultivo
estacionario para la preparaciun del innculo, para el cual se
habja determinado que las células se encontraban en fase de
cre~imiento exponencial y con alta viabilidad, si se mantenian a

. una concentracidn ontre 200,000~300.000 C/mi.

-~

Los resultadog de la curva metabdlica muestran que cuando en el (‘d
t medio se alcanza una concentracion de glucosa remanente de 1.5
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mg/ml’'y un pH de 6.9, las células se. encuentran en fase de
produccirin. Estos valores de pH y glucosa debian ser smanejados en
el cultivo en biorreactor para seleccicnar la fase de preduccion
una vez superada la de crecimiento.

El pébcéso en biorreactor tuvec como aspecto ne esperadc el
mantenimiento del pH sin necesidad de variar el nivz) del
rotsmetro.y un CG que se mantuvo en bajos niveles durante el.
mismo, aun cuando el sistema se encontraba contaminado. -

A .

-La detencién  en el crecimiento observada alrededor del dia 7
Aacompjaiiada .de la estabilizacidn en CG, indicaban que una alta

) propogrci¢n de células habian muerto. Los factores que llevaron a
esta guerte celular sin duda fueron la baja velocidad de la bomba

de cjrculacion (insuficiente suministro de oxigeno) y 1la baja
velocidad de 1la bomba de medio, ya que, si bien los niveles de
P glucogsa . se encontraban por encima de los recomendados, la
eliminacién de metabolitos pudo no haber sido suficiente. A esto

debe .sumarse el hecho que los dias 6 y 7 se preodujo un

\ taponamiento de los filtros de medio EC e 1C, respectivamente,
dejando al sistema sin circuvlacifn de medio por un lapso de
varias horas.

No pudo: lograrse la recuperaci<n del cultivo en ningin momento a
. lo largo . del proceso, aun cuando al agregar HECS al EC se pudo
dk; observar; .un leve aumento en el CG. Este hecho permitiria suponer
§ - que el agregado de HECS desde el comienzo de! proceso podria ser
beneficioso, aunque no 'se hallan observado diferencias en el
crecimiento con y sin HECS en cultivo estético.

-

v . . . .
;,Duraptelel ‘Proceso (dia 26 y 38) se observod la oclusién de la

) conexién de entrada de medio al EEC por la formacidn de cristales

) cuyo .origen no pudo explicarse y cuya formacicén no estaba
directamente asociada a la adicié¢n de HECS al medio EC.

Aunque 12 contaminaciGn se mantuvo controlada hasta el fin del
proceso, probablemente por la adicion de Kanamicina y 1la
duplicacion de la concentracioOn de penicilina/estreptomicina en

el medio IC, pudo tener una accifén retardadora en la recuperacion

de las células. El mantenimiento en e] CG y la estabiljidad del pH *
fueron wun indicio del control de 1la contaminacisn. Estos ’
parimetros también indicaron junto con la disminucion en la (Igs)
en las cosechas la imposibilidad de¢ recuperacicn de las células.

Con flos resultados obtenidoc con este hibridoma puede
recopendarse que tanto la bomba de medio como la de circulzcinn
deben f{ jarse en valores mus altos desde ol comienze del procesa,
aun_cuando se sobrepase el nivel de glucosa requerido. Tamblén
seri1a convenionte realizar un control del nivel de metabolites
(acido lactico) y  del suministrn de oxigenc. La circulaci‘n o
factor arles del dia 5 tawbién  podria ser beneficiosa pur.

) Antroducir el cultivo en fase de crecimiento.

\

L ewm .
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La cromatografia de afinidad en Proteina-A permiti® aicanzar un
nivel .de_pureza de solamente 85 % (Figura 5), de todas formas,
debde consxderarse que aunque en este caso particulpr el
antlcuerpo a’ purificar no constituia la proteina mayoritaria en
las cosechas el grado de purificacion que se obtuvo fue
significativo, por lo que se justificarfa incluir este pasc como
el primeiro en el esquema de purificacion. Este porcentaje
podria, no obstante meJorarse con un lavado mis prolongado de la
columna gntre l1a elucién "con pH 6 y pH "S. El uso de PBS - pH 7.4
también evitaria ia unicn de la IgG del! ST a la Proteina-A., por
lo que seria aconsejable, en este caso particular en que el
monocional  de subclase [gG2a, utitizar como tampotn de
acoplamiento PBS pPH 7.4. ) -

. El gonten;do en Proteina-A en la muestra OKT3 luego de s
cromatografia seré importante en funcidn del uso del anticuerpo,
se ha. demostrado que la gel filtracidn permitiria su eliminacicn
lo cual no descarta el posible uso de otros métodos mias
ventajosos.

Como se " ha -dicho anteriormente se intento eliminar los
contaminantes con intercembio i“nico en DEAE-52. Lcs resultados
que se Aven en la Figura 4 muestran que gamasglobulinas no
revelgbles en el ELISA vtilizado ("no murinas") eran-eliminadas
del pool de anticuerpos a purificar, ya que eluian con NaCl 100
y 500 mM. De todas formas puede observarse que aun restaban
proteinas contaminantes en el eluato NaCl 60 mM, seglun niestrz el
densitograma obtenido de esta fraccion. La Figura 7 muestra que
no hubo aumento de pureza luego del intercambio en esta matriz.
Sin embargo "si puede decirse que ésta funcionaria adecuvadamente
para eliminar el ADN contaminante, ya que el mismo fue. eluido a
concepntraciones de NaCl mayores de 60 mH.

" El ipte;cambio fuonico en DEAE-Sephacel no deberfa incluirse ya
que np mejora la pureza del produycto final.

’ R

En cuanto a la gel filtraci®n en Sephacryl-300, debe obceervarse
que el nxvel de pureza alcanzado es satisfactorio. Sin embargn
debe tenerse en cvuenta que se plerden en ecte Fase
aproximadamente 10 % de anticuerpos. La elecci’n de este paco en
la purlficaciin dependera del balance entre pureza que  deloe
presentar el anticuerpo y rendimiento requerido para el proceso.

. Es importante hacer notar que si bien la gel filtraci- n polria
constituir un nétodo {deal para alcanzar (VHE piresa
suficientemente alta, presentaria serios inconvenientes a 12 hor.
del escalado en la produccion, Dichos problomas no 9 presontaron

Vs qrem sretny.
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en esta purificacion ya que se trabajo con cantidades totales de

proteinas del orden de mgs. Cabe naotar que l2 gel filtracién

realizada a 40 mg de proteinas consumid aproximadamente 18 horas,

. .. -a; este tiempo debe sumsrsele - el tiempo utilizago en la
concentracidn del eluato (factor de dilucidn de 60) 5 horas. De
todas formas y de acuerdo con los resultados 1la gel filtracion

- . debe .tenerse como wuna herramienta posible para alcanzar un
-. : ’ %ledado rado de pureza 3l final del proceso de purificacién
. cuando otros métodos no serian-itiles.
» . . -
) ﬁegé cansiderarse que en el calculo de rendimiento de
purificacién se compard cantidad total de proteinas en las
- qqséchas determinadas por ELISA con cantidad total de proteinas
~ . an el producto final determinadas por Lowry (corrigiendo por ei %
de pureza), siendo que ambos métodos de determinacion de
proteinas no son enteramente comparables, el rendimiento
t »...--Galculade. representa solamente un valor aproxirado.
- .pefécqq}do a estos resultados el esquema de purificacién que
T ‘s puede plantearse para este anticuerpo monoclonal seria:
N et % . . : ’
QQ R D “  “a- Cromatografia de Afinidad en Proteina-A
\ Controles: Proteinas totales
a y ; Actividad
K st [« . . - ' lgs totales
’ - B L ' Pureza
' R , ’ o Acidos nucleicos
) b- Intercambio itnico en DEAE-52
Controles: idem a

c- Gel filtracion en Sephacryl-300
Controles: idem a

. » Un, esquema como este implicaria wuna pérdida de anticuerpos del
- A0 %, la mayoria en el paso de gel filtraciom, por lo que se
obtendria un 90 % de rendimiento con 100 % de pureza.
. No debe obviarse que estos pasos deberian ser optimizados para
,este monoclonal con el fin de analizar la posibilidad de eliminar
alguno de ellos sin afectar rendimiento y pureza obtenidos.

|y~
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° No “obstante lJa [{mposibilidad de obtener una producci¢n de
- antituerpo -- monoclonal acorde a la escala que permite el cuiltivo

- ‘'enn biorreactor de fibra hueca, este no debe descartarse para tal

tins. Debe - considerarse - que el rapido crecimiento observado
‘durante la.primera semana y. el aspecto de las células que se
extrajeron del EEC, asi como 1a (lgs)l de !a’ primera cosecha,
estarfan sugiriendo que el cultivo en biorreactor constituve un
distema - -adecuado para. la produccion wmasiva del anticuerpo
doncclonal secretado por el hibridoma 0¥XT3. Deben, sin embargc,

""‘determinarse las condiciones de cultivo para este hibridoma que

persitan controlar adecuadamente el proceso y alcanzar la fase de
.crecimiento para mantener a las células posteriormente 2n fase de

*~ produccion.

En cuanto a la purificacién "pudo estabiecerse un esquema
tentativo de purificacion que rendiriz un anticuerpo de alta
pureza- - (100 %) y con buen -rendimiento (80 %). Deberfa, sin
esbargo, realizarse un control! mas estricto al producto final en
funeion del uso del OKT3, asf como también incluvir un sistema de
cuantificaciéon del mismo (ELISA celular}.

Considero particularmente que este entrenamiento ha cumplidso los
objetivos propuestos permitiéndome la asimilaci®n de los aspectos
basicos concernientes a la produccion masiva y purificacion de
anticuerpos monoclonales, contando con el excelente equipamiento
y personal capacitado que ofrece el CIGB.
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DIAGRAMA DE FLUJO DE PURIFICACION

CROMATOGRAFIA EN PROTEINA-A SEPHARQSE]| . : B
'y '..':..,.""":"' b SASC T & *‘ I K
U < R Frdtelnaa totalesa (Lowry)

{Ac] (ELISA)
Especificidad (IFl)
Pureza {S08-PAGE)

QEL FILTRACION POR G-26

Protsinas totales tLowry]

Eupeclflcldad (tF1) ..
. Pureza (308- Paee"i ¢

¢ 3 ? LY
-[LioFILIZACION [INTERCAMBIO 1ONICO DEAE-63
Prote(naa totales (Lowry)
{Aac) (ELISA)
Puroza (EDS-PAGE)
|GEL FILTRACGION . INTERCAMBIO IONICO DEAE-3EPMHACEL
* *|SERHACRYL-300

|

Proteinao totales (Lowry)
Pureza (8DS-PAGE)
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FIGURA O

‘ND— no detectable

Cromatograf.a en Proteuna-A Supharose.
concentraci.n d2 prote.nas totales (FT) en mas/ml,
concentracicn de Igs ([Ac)) en pg/ml y actividad
especifica, para el non-bound (NB), y las fracciones 1
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TR , . I St S
- F N° " PT [Ac]
N B 0.1 ' ND
F 1 0.4 38
F 2 0.1 " ND
F3 0.1 * ND

ND- no detectable

FIGURA 4 |

Cronatdgraf!a de {ntercambio 16nico en DEAE-52. Se representai

esqueaaticamente Jas fracciones - elluidas y el gradiente

discontinuo de NaCl roalizado 60 , 100 y SO0O0O mM (linoa
escalonada). La tabla muestra 195s valores de concewntracién total.

.de _proteinas (PT) en mg/ml y concentracién de Igs murinas ([Acl)

en ug/ml, para el non-bound, y las fracciones 1 (F 1), 2 (F 2) vy,
3 (F 3). . !
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FIGURA 10

Gel filtracién en Sephacryl-300.
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