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SUMMARY

This review presents the main points to consider to prepare a
Master Cell Bank addressed to the production of recombinant
proteins, which is the first step for assuring the consistence of
these productions and to obtain a product with the optimal
quality to satisfy the market demands. An example is given
showing the stability studies of the Master Cell Bank for the
production of recombinant surface antigen of hepatitis B virus.

RESUMEN

Esta revision bibliografica presenta los puntos mds importantes a
considerar para la confeccién de un Banco de Células Primario
destinado a la produccién de proteinas recombinantes, lo que
constituye el primer paso para asegurar la consistencia de este
tipo de producciones y la obtencién de un producto con la calidad
optima para satisfacer las necesidades del mercado. Se ejemplifica
mostrando algunos resultados del estudio de estabilidad del
Banco de Células Primario destinado a la produccién del antigeno
de superficie recombinante del virus de la hepatitis B.

INTRODUCCION

Actualmente la Biotecnologia y dentro de ésta, las
novedosas técnicas de recombinacién de genes,
ocupan un lugar cimero en la elaboraciéon de
productos farmacéuticos. Esta metodologia conocida
como tecnologia del ADN recombinante inciuye la
manipulacién y ordenamiento de segmentos de acidos
nucleicos (genes), con el objetivo, entre otros de
producir sustancias destinadas al diagnéstico,
prevencion y tratamiento de diferentes patologias que
afectan a los seres vivos. Es importante sefialar que
en muchos casos la obtencién de estas sustancias por
via natural se hace muy dificil en funcion de la fuente
empleada para su extraccion, pudiendo resultar
costoso, arriesgado e insuficiente para los
requerimientos mundiales. Como toda tecnologia, por
novedosa que pueda resultar, lleva implicito cierto
nivel de riesgo (1). Uno de estos riesgos es la
obtencion de un producto que difiera del obtenido
por via natural, afectando pardmetros como la
identidad, potencia o la actividad biolégica, la
seguridad y la consistencia de la produccion.

La identidad y seguridad de los productos
obtenidos por la via dei ADN recombinante, asi como
la consistencia de este tipo de producciones, ha sido
objeto de atencidén de diferentes organizaciones
nacionales e internacionales como, la Parenteral Drug
Association (PDA), el National Institute for
Biological Standards and Control (NIBSC) y la World
Health Organization (WHO) entre otros, siendo para
nosotros también de particular interés. Este tema es
motivo de la presente revision, a la cual se ha sumado
la experiencia de algunos anos en la produccién de
moléculas recombinantes destinadas al uso
terapéutico.

BANCO DE CELULAS PRIMARIO

Es de todos conocido que los sistemas disefnados
con el propdsito de fabricar moléculas recombinantes
pueden resultar inestables, lo cual dependera de cuan
extrafia sea la nueva molécula para el hospedero.

Con el fin de lograr la estabilidad de estas
producciones, es que se elaboran los Bancos de
Células Primarios (BCP), que constituyen ademas una
via para conocer si las alteraciones generadas por la
interaccién del hospedero con la consiruccién
genética atentan contra !a obtencién del producto
adecuado.

El BCP, designado también lote semilla, consiste
en un conjunto de aiicuotas homogéneas de un cultivo
microbioldgicamente puro que se almacena bajo
condiciones que garanticen sus estabilidad genética.
A partir del BCP es que se prepara el Banco de
Células de Trabajo (BCT).

La construccién y caracterizaciéon del BCP (2,3)
debe ser el primer paso en la produccidn de farmacos
por la via del ADN recombinante. El conocimiento
detallado del mismo no se limita al banco como tal,
sino que abarca desde la verificacidon de la
coastruccién genética hasta ia identificaciéon del
hospederc empleado para la expresion del producto.
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Cualquier compaiia biotecnoldgica que se respete
confiere gran importancia al BCP, considerando que
es el elemento promotor de la estabilidad de una
produccidn.

CONSTRUCCION GENETICA

La construccién genética consiste en la
introduccién de una secuencia nucleotidica que
codifique para la sintesis de un producto
determinado en otra secuencia mayor (vector de
expresién), formada por otros genes reguladores
cuyo producto de sintesis facilita la expresiéon del
gen clonado.

La construccién genética debe ser verificada a fin
de demostrar la integridad del vector de expresidn,
lo cual debe hacerse antes y después de
confeccionado el BCP. En ambos casos se requiere
de un analisis de restriccidon, estos resultados se
comparan contra un patrén para conocer si ha
ocurrido aparicion o pérdida de sitios de corte. De
manera similar debe hacerse con la secuencia
nucleotidica del gen clonado (4), puesto que una
vez introducido el vector en el hospedero queda
expuesto a modificaciones producto de su
interaccién con la célula. Entiéndase por
modificaciones, las mutaciones (deleciones,
inserciones, sustituciones) que pueden afectar la
secuencia nucleotidica del gen, la expresién y/o la
estructura primaria de la proteina. Es importante
no olvidar que el c6digo genético es degenerado y
pueden ocurrir alteraciones que impliquen cambios
en la secuencia nucleotidica del gen y no en la
secuencia aminoacidica de la proteina, asi como
mutaciones en zonas no comprometidas con el
centro activo de la proteina (5,6), pudiendo no
afectar su actividad bioldgica. Estos analisis son
efectivos en el caso de construcciones genéticas
replicativas, a diferencia de las construcciones
integrativas a las cuales después de confeccionado
el BCP es muy dificil realizarle la secuenciacién del
gen y el andlisis de restriccidn del vector. Para estos
casos se recomienda evidenciar la presencia del gen
en el cromosoma del hospedero a través de la
técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), asi como la verificaciéon del patrén de
integracién mediante-la técnica del Southern-Blot
(ver Caracterizacion del BCP).

HOSPEDEROS

Son todas aquellas células de bacterias, levaduras
u organismos superiores que sirven de receptores de
la construccion genética.

Demostrar la identidad del hospedero es de vital
importancia, pues ain cuando la proteina clonada sea
sintetizada de manera correcta, queda a merced de
sufrir una serie de modificaciones que son
controladas por la célula, tales como, corte de
secuencias lideres inmediatamente después de la
sintesis, glicosilacion (7), acetilacion, etc. Dichas
modificaciones pueden ademds generar alteraciones
que atenten contra la integridad de la proteina,
pudiendo ocurrir degradacion intracelular de la
misma, la sintesis de un producto téxico para la célula
hospedero, la obtencidon de una sustancia capaz de
producir reacciones secundarias inesperadas, ademas
de la pérdida de la actividad bioldgica.

Demostrar la pureza e integridad del hospedero
significa determinar la presencia de agentes
adventicios (micoplasmas, hongos, bacterias
contaminantes, etc), verificar el cariotipo, los
marcadores genéticos, el fenotipo, asi como el tiempo
de duplicaciéon y la velocidad especifica de
crecimiento. Es decir verificar todos aquellos
pardmetros que permiten asegurar la identidad del
hospedero.

Los hospederos mas usados para estos fines han
sido las bacterias, ej: Escherichia coli, algunas
levaduras y células de organismos superiores (8).

TRANSFORMACION DEL HOSPEDERO

La confecciéon de un BCP comienza con la
transformacién o la introduccién de la informacion
genética en el hospedero. Para este efecto el método
seleccionado debe ser aquel que reporte mayor
nimero de transformantes (9) para cada sistema en
especifico. En la actualidad se conocen varios
métodos con los que se han obtenido buenos
resultados: la transformacién convencional, la
electroporacion, la transfeccion y la microinyeccion.
La posibilidad de obtener gran nimero de
transformantes hos obliga a contar con un sistema de
seleccion basado generalmente en el conocimiento de
los marcadores genotipicos del vector de expresion y
del hospedero.

Una vez obtenido los clones positivos, deben
seleccionarse aquellos que expresen el mayor
porcentaje del la proteina clonada. Un cultivo en fase
logaritmica y homogéneo del clon seleccionado (4) se
almacena a bajas temperaturas en viales de cierre
herméticos conteniendo medio de cultivo fresco, asi
quedan confeccionados los BCP. Estas unidades
deben ser divididas al menos en dos grupos
numéricamente iguales y almacenadas en lugares
diferentes, bajo condiciones que aseguren su
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estabilidad y bajo la custodia y control de las
instancias de Control y Aseguramiento de la Calidad
de cada institucioén productora.

CARACTERIZACION DEL BCP

La caracterizacion del BCP debe hacerse con un
rcimero de unidades estadisticamente representativas.
A continuacidén veremos alguno de los andélisis mas
importantes con que se logra caracterizar un BCP, el
analisis que se emplea varia dependiendo del tipo de
sistema que se trate.

-Pureza microbiana: tiene como objetivo evidenciar
que el BCP esté libre de agentes adventicios.

-Viabilidad microbiana: permite conocer la
concentracion de células vivas.

-Velocidad especifica de crecimiento y tiempo de
duplicacion: ambos parametros cinéticos son indices dei
crecimiento microbiano y conocerios nos permite
detectar anomalias durante el proceso productivo.

-Andlisis de restriccién: permite verificar la
construccidon genética después de haber interactuado
con el medio interno del hospedero. Consiste en el corte
de la molécula de ADN con enzimas de las cuales se
conoce el nimero de sitios por donde debe cortar y el
nimero de bandas que originan al visualizar el ADN a
través de una electroforesis en gel de agarosa, para este
andlisis se requiere extraer el vector de expresion de la
célula.

-Secuencia nucleotidica: la técnica anterior y esta
muestran si ha existido algin tipo de mutacion en el
vector, producto de su interaccion con el hospedero.

Para obtener la secuencia en el caso de
construcciones integrativas (10), (aquella donde el
vector de expresidon reconoce una secuencia en el
genoma del hospedero y se inserta en ¢lla) se puede
purificar el ARN mensajero que codifica para la
proteina en cuestion y clonarlo para asi verificar la
secuencia codificante antecesora. En este caso es
posible la aparicion de modificaciones producto de la
manipulacion y no de la interaccién de la construccién
con el hospedero original.

-Anilisis de los patrones de integracion: se aplica en
aquellas construcciones de tipo integradas, donde se
hace necesario determinar si ocurri6 la integracion en
los sitios correctos. Para ello se requiere purificar ADN
de 10 transformantes como minimo, de un control
negativo (célula hospedero sin transformar) y del ADN
plasmidico que se insertd, posteriormente cada ADN
es-enfrentado a una sonda marcada radioactivamente,
el nimero de sitios de integracion queda marcado en
forma de manchas sobre una ldmina radiografica
después de realizar la técnica del Southern-Blot.

-Demostracion de la presencia del gen en el
cromosoma: se logra localizando el gen con ura sonda
complementaria la cual es amplificada a través de la
técnica del PCR.

-Estabilidad plasmidica: permite conocer qué
porcentaje de las células presentes en el cultivo son
capaces de mantener la nueva informacion genética
después de cierto nimero de generaciones. Este
analisis se basa en el uso de los marcadores de
seleccion.

-Nimero de copias plasmidicas: se determina en el
caso de construcciones replicativas donde el ADN
plasmidico coexiste con el ADN cromosomal. Los
plasmidos o vectores de expresién en general se
construyen de forma tal que se incremente la
eficiencia en la iniciacidén de la transcripcidn
(11,12,13), lo cual se logra con el uso de promotores
fuertes y sitios eficientes para la unién a los
ribosomas. Atin con la mejor combinacién promotor,
sitio de unién a los ribosomas y hospedero, la cantidad
de la proteina expresada se vera incrementada en la
medida que aumente el nimero de copias
plasmidicas.

-Reconocimiento inmunolégico: se realiza
mediante técnicas como el Western-Blot (2) donde la
proteina expresada es enfrentada a un anticuerpo
especifico, que puede estar conjugado a una enzima,
a un is6topo radiactivo u oro coloidal. La aparicion
de manchas es una evidencia de la identidad
inmunoldgica de la proteina.

-Actividad bioldgica o potencia del producto activo:
ambas son la evidencia final para proceder a la
liberacién del BCP, la primera debe ser demostrada
mediante el enfrentamiento de la proteina al sustrato
o0 a la célula blanco. Para la potencia (vacunas) deben
inmunizarse animales a los cuales se les mide el
incremento del titulo de anticuerpos especificos en el
tiempo.

DOCUMENTACION DEL BCP

Una buena documentacion constituye una parte
bien importante en el sistema de garantia de la calidad
de cualquier empresa biotecnolégica (14).

El documento acreditativo o expediente del BCP
debe estar redactado de manera tal que elimine
cualquier tipo de ambiguedad, con una presentacion
clara y ordenada, facilitando asi la funcionalidad del
mismo.

Los documentos que forman parte del expediente
deben ser los siguientes:

1- Historia del clonaje y método de transformacién
del hospedero.

BIOTECNOLOGIA APLICADA VOL.11 No.1, 1994. 57




R.Poutou et al.

Z- Planillas de liberacién de los componentes del
banco, acompanada de los resuitados de cada andlisis
sracticado asi como ei codigo del Procedimiento Patron
de Operacién empieado para cada técnica.

3- Certificado de liberacién del banco, donde
aparezcan fos resuitados de los analisis, en el cual debe
senalarse el nombre v ia firma del nvestigador que
stuvo a cargo su confeccién v del tuncionario de ia
instancia de caiidad correspondiente responsabilizado
©on su dperacion, aimacenamiento v custodia.

£STUDIO DE ESTABILIBAD A TIEMPO REAL DEL
5CP

{nmediatamente después de la caracterizacidon del
3CP deben comenzarse ios estudios de estabilidad a
tiempo real (15). Estos estudios deben hacerse de
manera sistemadtica, io que permitird conocer qué
parametros y en qué medida son afectados por el tiempo
bajo ias condiciones de almacenamiento. Consideramos
‘mportante senalar que la estabilidad de estos bancos
depende en gran medida de cuan estable es la
interaccidn entre el vector de expresién y el hospedero,
y es afectada por variaciones en ias condiciones de
almacenamiento.

LIBERACION DEL BCP

La liberacién del banco debe hacerse una vez que
todos los resuitados y documentos estén debidamente
aprobados. El nuevo banco liberado es la fuente de
preparacion de los Bancos de Células de Trabajo
{(BCT). Para el caso de transformaciones complejas
como aquellas en que se emplean pldsmidos
‘ntegrativos, o células de organismos superiores como
hospederos, pueden generarse a partir de este primer
banco otros BCP similares.

Siguiendo la metodologia descrita varios BCP han
sido preparados en el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia en Ciudad de la Habana con el objetivo
de producir proteinas recombinantes tales como el
factor de crecimiento epidérmico, el interferon alfa 2b
, la estreptoquinasa y el antigeno de superficie del virus
de la hepatitis B. Los resultados del estudio de la
estabilidad a tiempo real del BCP destinado a la
produccion del antigeno de superficie recombinante del
virus de la hepatitis B, con el cual se elabora la vacuna
recombinante contra la hepatitis B, se muestran en la
tabla 1. Este banco fue preparado en el aino 1989 y ha
sido verificado durante cuatro afios de forma
consecutiva. Los cambios que se observan en la
viabilidad no se consideran importantes porque ios
valores se mantienen dentro del mismo orden
logaritmico.

Tabla 1
Estudios de estabilidad del BCP para la produccién del
antigeno de superficie recombinante del virus de la Hepatitis B

¥ Anos

Parametros 1989 1990 1991 1992 1993 !

Yiabilidad 6 6 6 6 |
5 células/mL 9.9x10” | 7.8x106 ' 5.1x10" | 3.6x10 1.3x10 !
! Secuencia | |
! Nucleotidica | Bien | Bien | Bien | Bien | Bien |
i | ! i
™ iz f ! |
i Z:t?ztg?ancigi ! Bien Bien Jl Bien Bien | Bien !
i f | i ]
| Migruorlfizaana Pura Pura ’ Pura Pura f Pura
g T T i
Conservacién | | i

del i |

mareior | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
de seleccidn- | |
CONCLUSIONES

Un BCP estable por varios afios constituye una
garantia para cualquier proceso productivo en la
industria biotecnolégica, asegurando de este modo la
consistencia del producto final, la disminucién del
costo de produccidn, el prestigio y la credibilidad en
i productor.
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El control del gen que codifica para la sintesis del IFN «
20 se realizé secuenciando dicho gen (12).

Para comprobar la cstabilidad plasmidica del pAG 11-3
dentro del huésped se procedid a realizar siembras de una
dilucién de 107® de un cultivo de células transformadas con mds
de 80 gencraciones, sobre placas de medio LB (13) y LB +
ampicillina (50 wg/mL), las cuales fueron incubadas a 37°C
durante 12 h y contadas las colonias al término de este tiempo.

La ecstabilidad plasmidica se determind con la siguicnte
férmula:

__#ColLB+Amp.

JoEstab. #ColLB x100

Donde: Col.LLB+Amp significa colonias crecidas ¢n medio de
cultivo LB mds ampicillina y ColLLB representaria ¢l nimero de
colonias crecidas en el mismo medio de cultivo sin cl antibidtico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los B.C.P. utilizados en la produccion de IFN «a
2b hum rec. fueron controlados, atendiendo a §
pardmetros (tabla 2).

Los valores que se muestran en las tablas 2 y 3
para los B.C.P. preparados en 1987, 1988, 1989, 1990
y 1991 fueron determinados en 1992 y no existen
diferencias significativas entre estos y los obtenidos
de manera inmediata a la preparacién de cada banco
o tiempo cero (datos no mostrados). Cada
determinacion es el resultado de una muestra
representativa de cada banco, la cual se tomo
siguiendo el criterio estadistico:

N=0.4Vn
Donde:
N es el nimero de viales a tomar para el ensayo.
n es ¢l nimero de viales que conforma el banco en
el instante de tomar la muestra.

Tabla 2
Resultados de los controles realizados a los B.C.P.

Tabla 3
Comparacién de algunos pardmetros entre la cepa tr -+ -rormada
y la cepa sin transformar
LE
Pariametros 1987 | 1988 | 1989 | 1990 | 1991 392
Velocidad
cspecilfica 1.17 1.06 1.08 1.03 1.11 1.14
(h)

Tiempo de
duplicacion 35.4 39.2 38.5 40.0 36.1 37.0

(min)

Concentracion
de proteina 3.02 2.87 2.89 2.93 291 2.86

(mg/mL)

Parametros 1987 | 1988 | 1989 | 1990 | 1991
Viabilidad
x 108 cell/mL) 1.2 2.4 2.2 4.5 4.1
Estabilidad
plasmidica (%) o+ i ’ 0 10
Proteinas 291
toiales famfml) 3.02 2.87 2.89 2.93
Concentracion 338
IFN por ELISA 29.9 28.5 36.5 34.4 ’
(mg/mL)
. . p 1.16
% Expresion 0.99 1.0 1.26 1.17
Actividad
biologica 5.79 5.10 8.24 Tl 8.4
(x 107 UI/mL)

La viabilidad de los microorganismos mantenidos
en glicerol al 20% a -70°C fluctia entre 1.2y 4.5 x 10° células
por mililitro (tabla 2), lo cual se considera estable, pues
todos los valores se encuentran en el mismo orden.

El chequeo auxotréfico corrobora el estado
fisiologico del microorganismo huésped, permitiendo
identificar la cepa (14).

La caracterizacion del vector de expresion mediante
el mapeo de restriccion demuestra que no hay aparicion
o pérdida de sitios de cortes segiin el nivel de deteccion
del método y que el patron de restriccion tedrico
esperado coincide con el patrén de bandas obtenido en
la electroforesis (figura 1), lo que constituye un indicio’
de integridad del pldsmido (1). En cuanto a la
secucnciacion del gen del IFN a 2b hum-rec. los
resultados para los cinco B.C.P. estudiados coinciden,
correspondiéndose las secuencias obtenidas con la
tedrica reportada, esto da un alto grado de confianza y
fiabilidad al B.C.P., pues s¢ comprucba que a nivel
genético no existen mutaciones (13), ya que de existir
alguna de talla considerable, este método la detectarfa.
La estabilidad plasmidica se mantiene por mds de 80
generaciones en un 99%, valor que asegura que la
estabilidad de cada B.C.P es elevada (1). El anilisis
realizado comparando los pardmetros cinéticos de las
fermentaciones de los diferentes B.C.P con respecto a
la cepa sin transformar (tabla 3) nos informa que la
presencia de un ADN fordneo no implica mayor
consumo de energia para el microorganismo huésped,
pues los valores de velocidad especifica y tiempo de
duplicacion de la cepa sin transformar y de la
transformada (B.C.P) estan muy cercanos (14) (tabla 3).

El control de la viabilidad de cada B.C.P demuestra
que el nimero de microorganismos transformados vivos
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