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Alignment of the 4.3 cDNA sequence with that of
mousc nuclear lamin B2 cDNA (Hoger et al., 1990) shows
a striking similarity in the coding region (figure 3) and
indicates that clonc 4.3 is in effect a partial cDNA
that lacks the 5 end, since it initiates at the position
corresponding to 290 nt of the mouse lamin B, cDNA
scquence.

The overall similarity with the mouse sequence
is 78.5 % at the nucleotide sequence and 80 % at
the amino acid level. The similarity would be much
greater if it were not for a region of 147 nt (49 amino
acids) that is completely divergent with respect to the
mouse scquence (figure 3). Interestingly, when this
region is comparced in four different species (human,
mouse, chicken, and Xenopus laevis) a strinking genctic
variability is observed (Hoger et al., 1990; Vorburger et
al., 1989). This region, which in all cases contains a
putative nuclear localization signal, could perhaps be
regarded as a specics-specific hypervariable domain. It
should be noted that the human sequence also contains
all of the short peptides that arc regarded as diagnostic
of lamin B? (Hoger ef al., 1990) (figure 3B).

The location of this gene at the genomic region highly
transcribed and replicated early in S-phase, (Bludau ef
al., 1986; Foisy and Bibor-Hardy, 1988), could provide
a new opportunity to study this coupling (transcription
and replication) at the level of the genc of an important
nuclear protein.
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SUMMARY

The entrapment of cells in caleium gel microbeads is a technique
that is well adapted for use in biotechnology. One of the
applications has been in the monoclonal antibody production
ficld. m moderate of large scale. The encapsulation procedure
takes advantage of the caleium-mediated gelation of sodium
alginate.

In this study, we encapsulated the OKT3 hybridoma at a
concentration of 1.5 x 10° cells/mL of alginate. cultivated in a
spinner vessel of SO0 ml. The hybridoma showed a high cell
density (reached a maximum of 11.7 x 10° cells/g alginate) and
viability. The monoclonal antibody production was clevated,
maintamning around 70 mg/mL of supernatant during the culture.
The harvested supernatant was concentrated and purified without
pyrogens.

The results showed that the monoclonal antibody production was
superior compared to conventional cultures. In this manner, the
immobilization of hybridomas significantly promotes productivity.

RESUMEN

El encapsulamiento de células en esferas de alginato de calcio
constituye una téentca ampliamente utilizada en biotecnologia.
Una de las aplicaciones ha sido en ef campo de la produccion de
anticuerpos monoclonales, tanto a mediana como a gran escala.
Elproceso de encapsulamicnto se basa en la gelacion del alginato
de sodio mediada por jones Ca®’

En este estudio se encapsuld el hibridoma OKT3 a una
concentracion de 1.5 x 10% ¢élulas/ml, de alginato, cultivaindose ¢n
spinner de 500 ml. de capacidad. El hibridoma mostré una alta
densidad celular (hasta 11,7 x 10° células/g de alginato) y
viabilidad. LLa produccion del anticuerpo monoclonal fue
considerable. manteniéndose alrededor de 70 mg/ml, de
sabrenadante durante ¢!l cultivo, Los sobrenadantes cosechados
se coneentraron vse purificaron libres de pirdgenos.

Los resultados mostraron que la producceion del anticuerpo
monoclonal fue superior si se compara con cultivos
convencionales, Asicfa inmovilizacton de eélulas hibridas

promuceve un medio para merementar la productividad.

INTRODUCCION

Los anticucrpos monoclonales (AcM) son
bromoléculas de gran utilidad. principalmente
cn terapia humana, imagenes de tumorces. diagndstico

¢ investigacion basica (Houba, 1982 Arathoon y Birch.
1986). Cualquicra de cstas aplicacioncs basa su
potencial en el requerimicnto de grandes cantidades de
AcM. El uso masivo de estas biomoléculas ha creado
la nccesidad de desarrollar métodos apropiados para
su produccion y purificacion, en cantidades y calidad
suficicnte, para su uso cspecifico (Arathoon y Birch.
1986; Ratafia, 1987).

Reccicntemente. ¢l cmplco de la técnica de
inmovilizacion cclular ecn macrocarrier ha sido
adaptada para la produccion de AcM ademds de otras
biomoléculas, tanto a mecdiana como a gran cscala
(Mattiasson, 1983: Nilsson e/ al., 1983 Nilsson. 1987:
Duff, 1985: Brunt, 1986; Possilico. 1986; Shirai ¢f al.,
1988; Smiley ef al., 1989).

Estc mctodo fuc desarrollado primecro por Lim y
Sum (1980). scguido por Lim y Moss (1981). v
postcriormente modificado por Nilsson ef al. (1980,
1983). sicndo dc gran utilidad cn la industria, la
medicina y la agricultura (Familletti, 1987).

El polimcro mds utilizado para encapsular ha sido
cl alginato dc sodio. por scr compatible con la
mavoria dc las cclulas. llevandosc ¢l proceso de
gelificacion bajo condicionces fisiologicas (Smidsrod y
Skjik-Braeck. 1990). Muy recientemente se han estado
cmplicando polimcros sintéticos con muy bucnos
resultados (Bano er al.. 1991).

Elalginato dc sodio esun polimero de carbohidrato
no ramilicado constituido por dos unidades: dcido
glucurénico (G) y dcido manurdnico (M). unidas por
cnlaces oo v fl=4. La composicidon v sccuencia ¢s
ampliamente variable dependiendo del organismo v
tcjido dcl cual ¢s aislado. Los mondmeros sc
cncucentran dispucstos cn un patréon de bloques a lo
largo de la cadena con regiones de homomonomeros.
denominadas bloques M v G. interceptladas con
regiones de estructura alternada (bloques MG)
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(Smidsrod y Skjiak-Brak. 1990). El alginato de¢ sodio
gelifica en presencia de iones Ca?' . quedando asi las
cclulas encapsuladas en un cnrcjado tridimensional,
¢l cual ofrece un gran drca de superficic para la
colonizacion (Shirai et al.. 1987: lijima et al.. 1988;
Sinacore et al.. 1989).

En cl presente trabajo. se encapsuld ¢l hibridoma
murino OKT3 cn alginato de calcio, con ¢l fin de
decterminar su productividad a mediana cscala.
Adicionalmente se describe ¢l procedimicnto scguido
para la obtencion de AcM puro v sin pirdgenos.

MATERIALES Y METODOS

Linca celular

Se empleo la linea del hibridoma murino OKT3 de la American
Type Culture Collection (ATCC). productor del anticuerpo
monoclonal del isotipo IgG2a. Las c¢élulas del hibridoma se
mantuvicron yvexpandicron en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s
(DME. Sigma) suplementado con 7.5% de sucro fetal bovino
(SEB. Biosyst), 2 mM de glutamina y 40 pg/ml de gentamicina.

Encapsulacion del hibridoma

Elhibridoma expandido en frasco spinner (Belleo-glass. USA) v
95% de viabilidad. se encapsuld como se desceribe brevemente: La
suspension de células se centrifugd y el pellet se resuspendid en
medio suplementado. Seguidamente se mezeld con una solucion de
alginato al 1.6% (Bellco Biotechnology. low viscosity sodium
alginate). La suspension células/alginato se goted con jeringa yaguja
numero 22 174G sobre una solucion de CaCly 125 mM. D-glucosa
2.5 mM v Hepes 25 mML pH 7.2 a temperatura ambiente v bajo
ligera agitacion. De este modo quedaron encapsuladas las células
a una cancentracion de 1.5 x 10° células/ml. de alginato. cuya
concentracion final fue del 1%. Las perlas se lavaron con solucion
de Hanks (Sigma) v se transfiricron a un spinner de 500 mL de
CO, con agitacion continua de 15 rpm. Diartamente se tomaron
muestras del medio metabolizado y de perlas. El sobrenadante se
utilizo para determinaciones de pll, concentraciones de glucosa
(Kit Quibasa, Brasil), lactato (Kit Sigma). y anticucrpos. Las
perlas se pesaron y utilizaron para ¢l conteo del niumero de
células/g v la viabilidad, después de fa disolucion de las mismas
con solucion de EDTA S0 mM. Sobre la base de estos parametros
metabolicos. se realizo el cambio de medio metabolizado a fresco.
que vario de 200-300 ml/dia.

Cuantificacion de anticuerpos por ELISA

Las placas de cloruro de polivinilo se sensibilizaron con [gG
anti-ratdn (Sigma) a una concentacion de 6.6 pg/ml, cn tampon
carbonato-hicarbonato pll 9.6 durante toda la noche a 4°C. lLas
placas se lavaron 3 veces con tampon fosfato salino (PB3S)
conteniendo Tween 20 al 0.05% (PBS-Tween). Para evitar union
no especifica. las placas se bloquearon con PBS-leche descremada
al 5% durante 1Th a 37°C. Despudés de 3 lavados con PBS-Tween,
se adicionaron diluciones seriadas de los medios de cultivo y
delanticuerpo OKT3 extandar, Las placas se incubaron durante
I h a 37°C 0 al final del cual se Tavaron 3 veces v se aiadio
legGoanti-raton conjugado a peroxidasa (Sigma) diluido 1:2000
en PBS-Tween. Luego de la incubacion por 1 h a 37°C. las
placas s¢ lavaron y revelaron con solucion sustrato 3.3~ 5.5°

tetrametil henzidina como deseriben Madershacher v Berger

(1991). Larcaccion enzimitica se detuvo por adicion de 11,50 4
4.7 M y el cambio de color s¢ monitoreo espectrofoto-
métricamente a 450 nm en un lector microbBLISA (Titertek
Multiskan).

l.a concentracion de AcM en lags muestras se determiné a partir
de una curva de titulacion, construida a partir de las
concentraciones de anticuerpo OKT3 conocidas para las
diferentes diluctones del patron ylos valores de ahsorbancia
correspondientes.

Purificacion de OKT3

LLos sobrenadantes cosechados en el transcurso del cultivo
se centrifugaron v concentraron por ultratiltracian
tangencial, cuya membrana tenia un limite de exclusion de
30 kDa (Minitan-Millipore). A continuacion se filtro a traves
de una membrana de 0.22 um v se aplicd a una columna sin
pirogenos NK-16 de 40 ml. de proteina A Sepharose
(Pharmacia), previamente cquilibrada con ¢l tampon
Tris 0.05 M/NaCl 0.15 M /timerosal 0.02%, pH &.6. L.a columna
s¢ eluyd consceutivamente con las siguientes soluciones tampon:

a) Fosfato 0.05 M/NaCl 0.15 M pll 7,

b) Glicina 0.05 M/NaCl 0.15 M pl 2.8,

¢) Glicina 0.05 M/NaCl 0.15 N pl 2.3,

d) Tris 0.05 M/NaCl 1 M pll 8.6.

T AcM OKT3 se cluyd con el tampon b) v se neutralizo
mmediatamente con tampon Tris IM plI10.50 Scguidamente sc
dializo contra PBS/timerosal 0.02% pll 7. durante 24 .

LLa purcza de los diferentes cluatos se comproho
mediante c¢lectroforesis en geles de poliacrilamida
al 12 %, en presencia de SDS yen condiciones reductoras
segin Laemmli (1970). Las concentraciones de proteinas
totales v de IgG se determinaron segun Lowry ¢ o/
(1951) v ELISA respectivamente.

Todas las soluciones se prepararon con agua libre de
pirdgenos siendo esterthizadas por autoclave.

La cristaleria se lavo con detergente especial. se enjuagd con
agua libre de pirdgenos. v se tratd con 200°C durante 1 h

El material plistico se tratdo con NaOH 0.5 N durante varias

horas. v se enjuago con agua libre de pirdgenos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El hibridoma OKT3 sc expandio v encapsulo cn perlas de
alginato de calcio a razon de L5 x 1P células/mL de alginato
al [%. Un total de 130 mL dc perlas sc cultivaron durante
15 dias cnoun spinner de 500 ml de capacidad.

Previo al encapsulamiento, se rcalizo ¢l estudio
mctabolico del OKT3. EI mismo nos permitid
determinar. entre otros parametros. las concentraciones
de SFB dptimas para cl crecimicento v productividad
del lubridoma. Asi sc selecciond como concentracion
para iniciar ¢l cultivo ¢l 7.5%.

Por otra parte. las cxpericncias previas del
laboratorio apuntaron como concentracion optima de
alginato ¢l 1% . Con ¢l uso de¢ csta concentracion
vel empleo de aguja 22 174G para la formacion
de las perlas. se obtuviceron esferas cuvo diametro
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Fig. 1. Densidad celular y viabilidad del hibridoma OKT3 encapsulado en alginato de calcio al 1%.

aproximado fue de 1.8 a 2.2 mm y con una porosidad
apropiada para mantener la integridad de las perlas
durante el cultivo.

El crecimiento del hibridoma se monitored por
conteo directo de las células después de la
resolubilizacion de las perlas con solucion de EDTA.
La figura 1 muestra los datos de la densidad celular
(nimero de células vivas/g de perlas) y el porcentaje

de viabilidad durante el cultivo. Se observo que el
namero de células vivas/g de perlas se mantuvo por
encima de 2 x 10° alcanzandose como maxima
concentracion 11.7 x 10° el quinto dia.

En el transcurso del cultivo, se realizaron
reducciones en la concentracion de SFB con
la finalidad de controlar el crecimiento de las células,
lo que permitié una mayor duracién del cultivo y, por
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tanto. cl mantenimicento de la productividad del AcM.
Se inicio ¢l cultivo con 7.5% dc SFB durante los
primeros 8 dias. a partir de entonces s¢ disminuyd
a 2.5% hasta cl dia I'l. Entre los dias 12 v 13 sc
aumento al 3% retornando los 2 ultimos dias del
cxperimento al 2.5%. Como puedce advertirse, cl
primer cambio de SFB (dia 9) causd un descenso
considerable del nimero de células vy de la
viabilidad. Sin cmbargo. ¢l scgundo cambio de la
concentracion del SFB al 2.5% (dias 14 v 15) no
incidio cn las células adaptadas al 5%.

Al permitirse la adaptacion a concentracionces
inferiores al 7.5% sc logré mantencer la densidad
cclular entre 2-6 x 10° con viabilidad entre 30-70,
con lo que sc consiguid quc la productividad
estuviese alrededor de 70 pg/mL de medio a partir
del dia 7. En la figura 2 sc mucstran los datos de la
productividad volumétrica del AcM, comprobindose
que el encapsulamicnto no interfirio con la cxpresion

del anticuerpo, ni con su libre difusidn hacia ¢l medio
de cultivo. La produccidn inicial fuc de 27 pg/mL,
aumentando progresivamente. A partir del dia 7 las
concentraciones de AcM estuvicron entre 54-79 pg/mL,
con lo que sc alcanzaron concentraciones de AcM
IS5 veces por cncima del cultivo del hibridoma en
suspension (datos no mostrados).

El cncapsulamicnto tampoco interfirio con cl
mctabolismo normal de las células (figura 2). como
fucron cl consumo dc glucosa y la producciéon de
lactato. El consumo de¢ glucosa cstuvo alrededor de
16098 £ 41.9 mg/dL y la produccion de lactato alrededor
de 23.9 £ 7.5 mg/dL La perfusion diaria de medio fresco
mantuvo las concentracioncs de glucosa y lactato a
niveles aceptables para este hibridoma.

La figura 3 mucstra fotografias de las células atrapadas
cn las perlas. En la figura 3a sc obscrva una perla
inmediatamente después de encapsular, aprecidndosce
las células dispersas v distribuidas uniformemente. A
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los 4 dias despuds de cacapsulamiento. se
distingucn grupos de células principalmente dispuestos
cn la parte mds externa de la perla (figura 3b), 2 mayor
aumento sc observan dichas agrupaciones formando
canales radiales (figura 3¢). Los mismos fucron
cngrosando vy aumentando su nimero al transcurrir los
dias. [figuras 3d y 3¢ (dia 0) v 3{ (dia 7)]. Estos grupos
cclulares fucron visibles a simple vista.

El producto obtenido presenté una alta purcza, que
s¢ demostro por clectroforesis en gel de poliacrilamida
(datos no mostrados). una concentracion protéica de
7 mg/mL v libre de pirdgenos segan la prucba Limulus
Amcbocevie Lysate (LAL) in vitro.

El proceso permitid obtener 78 mg de I1gG
monoclonal purificado. con un rendimicnto del 79.8%.

Los datos presentados demostraron ¢l crecimicnto &
alta densidad del hibridoma OKT3 cn perlas de alginato
de Ca al 1%, la que fue considerablemente superior
cncomparacion con ¢l cultivo del hibridoma cn
suspension. donde la concentracion maxima obtenida
fue 1.69 x 10° c¢lulas/mbL (datos no mostrados).

Utilizando como concentracion final de alginato ¢l
[0 obtuvimos perlas cuya porosidad fue la apropiada
para la transferencia de nutrientes, AcM. asi como
productos dc desccho.

Las cclulas crecicron agrupadas cn ¢l interior de la
perla (figura 3) formando husos alargados o ¢sféricos.
quc sc encontraron distribuidos principalimente cn
la superficic de la perla. Estos canales radiales surgen como
resultado de la gelificacion sicndo posteriormente
poblados por las cclulas (Sinacore er al.. 1989 Shirai
cral. 1988). En la bibliografia s¢ ha reportado que
la formacion de las cavidades se¢ produce. durante
¢l proceso de gelificacion. a tcmperaturas bajas.
En nucestro caso obtuvimos cstas cavidades en ¢l
interior de las perlas, a pesar de llevarse a cabo
cl proceso a temperatura ambicentc,

El crecimiento de las células hacia la superficic
de la perla minimiza la transferencia de oxigeno
hacta cl centro de la misma. Sc ha reportado que las
perlas con didmetros superiores a [.5 mm no
permiten un adecuado intcrcambio de oxigeno
(Sinacorce ef al.. 1989). El diametre de nuestras perlas
fue superior a 1.5 mm y aunque permitio alcanzar
concentraciones cn ¢l centro de las misimas.

El cambio de las concentraciones de SFB durante
cl cultivo (las cuales no interfiricron con la
productividad). nos permitio mantener viables las células.
bajando la tasa de division cclular, v la obtencion de
concentraciones de AcM adccuadas lo cual sc logréd ios
tltimos 7 dias.

Durante cl cultivo no ocurrid ruptura de las perlas,
pero si la liberacion de las células hacia el medio de
cultivo a partir del dia 7. Este hecho pudo haber estado
contribuyendo 2 que las células en cl centro de las perlas
no recibieran una transferencia dptima de oxigeno.

La concentracion de AcM cn cl medio se mantuvo
constante hasta el final de la experiencia, aunque
ocurrio un decrecimicnto considerable de células y
viabilidad los dias 9 y 10. El mantenimicnto de la
conccitracion de AcM posiblemente se debid a la
contribucion de las células que fucron liberadas al
medio de cultivo.

El indculo inicial cvitd que se tuvicra una fase de
latencia grande, va que se obscrvd a los pocos dias del
cultivo un aumento significativo del numero de células/g
de perlas. alcanzindose coricentracioncs supceriores a
10° células/g.

La purificacién decl AcM utilizando proteina A
Sepharosa nos permitio la obtencion de AcM puro con
un rendimicnto alto. Al final del proceso el consumo
dc medio fuc de 4.27 L vy 226 mL de SFB. con la
produccion de 78 mg de AcM puro sin pirdgenos.

Las condiciones utilizadas en ¢l presente trabajo son
de gran utilidad para la produccion a mediana cscala
de OKT3. siendo cn principio apropiadas de scr llevadas
a gran cscala.
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