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CULTIVO DE HIBRIDOMAS EN EL CELLMAKER:
cJEMPLO PRACTICO DE LA PRODUCCION
DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos son proteinas del sistema inmunoldgico que identifican y neutralizan las proteinas
0 antigenos extrarnios. Presentan un alto nivel de especificidad | afinidad, dos caracteristicas
Jfuncionales claves que permiten gue los anticuerpos se utilicen como una herramienta integral
en la investigacion, el diagndstico y de forma terapéutica. La inmunoterapia estd adguiriendo un
impulso excepcional en la comunidad cientifica, con un nimero récord de anticuerpos a los que se

ha concedido la aprobacicn inicial en la Unicn Europea y los Estados Unidos en 20181

Cellexus International y Jean-Christophe Bourdon, University of Dundee

EN COMPARACION CON LOS ANTICUERPOS POLI-
CLONALES, los anticuerpos monoclonales (mAbs)
suelen tener una mejor consistencia entre lotes y una
menor reactividad de fondo, 1o que les permite ser una
herramienta util para la investigacién y las aplicacio-
nes in vivo. Sequn un informe de 2017, se preveé que el
mercado de anticuerpos monoclonales crezca de 403,7
millones de ddlares en 2017 a 1151,5 millones de ddlares
en 20222, lo que muestra el potencial de esta aplica-
cién. La tecnologfa del hibridoma fue el primer método
de produccién de mAb gue permitid la investigacién
cientifica in vitro y sigue siendo la plataforma principal
y preferida para la funcionalizacién de mAh3.

Una de las formas mds comunes y tradicionales de
cultivar células de hibridoma es utilizando frascos alma-
cenados en incubadoras. Prepararlos y mantenerlos
puede ser un trahajo extensivo y, a menudg, se producen

Concentracion de células madre
Volumen frasco

Volumen CellMaker

Duracion de los lotes

Suero (FCS)

Medio usado

Tabla 1. Método del frasco.

resultados inconsis-
tentes dehido a los
puntos calientes y
frios de las incuba-
daras, al alto riesgo
de contaminacion y
al error humano, lo
que indica lo lahorioso que es mantener el cultivo.

El Dr. Jean-Christophe Bourdon, jefe del lahorato-
rio de isoformas p53 de la Universidad de Dundee, y
su equipo han estado utilizando un sistema CellMaker
Plus 8L para producir eficazmente una gama de anti-
cuerpos p53 a partir de células de hibridoma murino.
En este experimento, se realizaron cultivos por lotes
tanto en el CellMaker como en frascos y se compard
la produccién de dos diferentes anticuerpos monoclo-
nales de ratén.

Anticuerpos monoclonales de raton

C-alpha mAb421
250,000 cel/ml 250,000 cel/ml
30 ml 30 ml
2L 23L
7 dias 4 dias
10% 10%
DMEM DMEM
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PARA ESTE EXPERIMENTO, SE UTILIZARON DOS
METODOS de produccién de dos anticuerpos mono-
clonales en paralelo: el método tradicional, utilizando un
frasco (flash), y el sistema CellMaker. El método para
cada experimento se detalla en la tahla 1.

BAJO UNA CAMPANA EXTRACTORA, SE PRE-
PARARON FRASCOS y se almacenaron en una incu-
badora de 37°C. Se revisaron rutinariamente en cada
paso del experimento para asegurar que no hahifa
contaminacion.

SE USG UN SISTEMA CELLMAKER PLUS, que per-
mite maonitorear y controlar el pH y el oxigeno disuelto
del medio. Bajo una campana extractara, la holsa esté-
ril del biorreactor Cellexus fue equipada con dos filtros
PTFE O.2pm y una sonda de pH autoclavada. La bolsa
vacia se colacd en el soporte del CellMaker y las células,
el medio y el suero se hombearon a la bolsa del hiorre-
actor CellMaker a través de una homba peristdltica y un
tubo estéril. Para ambos experimentos, se fijaron en el
~ftware los pardmetros descritos en la tabla 2.

Temperatura 37°C
Velocidad de flujo de aire 0.1L/min
pH 74
Oxigeno disuelto 99%

Tabla 2.

La temperatura se controla mediante un sistema de
calefaccidn Peltier integrado y se vigila mediante un ter-
mapar en el soporte en contacto con la holsa. El pH se
monitoriza mediante una sonda Hamilton y se controla

mediante la adicién automética de CO, para acidificar
el medio cuando resulta necesario. El valor relativo de
oxigena disuelto es monitorizado par un sensor de fluo-
rescencia incorporado en la holsa del hiorreactor y con-
trolado automdticamente por el software, introduciendo
maAs aire segun sea necesario.

EN ESTE EXPERIMENTO SE UTILIZO LA TECNICA
DE PURIFICACION de la proteina A/C para ambos
meétodos de produccidn. Esta puede ser sustituida por
la cromatografifa de afinidad peptidica o cualquier otra
técnica de purificacién preferida.

LOS RESULTADOS DEL TOTAL DE MAB PRODU-
CIDOS se detallan en la tabla 3. La cantidad de anti-
cuerpos producidos del volumen total del CellMaker
fue comparada con el volumen total que el Dr. Bourdon
producirfa tipicamente en el experimento con frascos:
10 flasks de 30ml cada ung, lo que equivale a 300 ml
(grafico1).

EN LOS RESULTADOS SE OBSERVA que el CellMaker
aumenta la capacidad de produccién comparado con los
métodos tradicionales, aumentando el nimero de anti-
cuerpos generados durante el mismo tiempo. En com-
paracién con los meétodos tradicionales el CellMaker
presenta varias ventajas:

1. Reduce la carga de trabajo ya gue su controlador
permite sequir y mantener las condiciones ideales
de cultivo.

2. Elequipo requiere de poco espacio y permite la pro-
duccidn de entre 2 y 8L en el mismo reactor, canti-
dades significativamente mayores a las que tradicio-
nalmente se ohtienen en un frasco.

3. Al contar con un sistema de control, el equipo
CellMaker permite obtener resultados reproducibles.
En comparacion con otros hiorreactores, el

CellMaker es unico con la tecnologia de aireacién por

flujo de aire (o gas) y biorreactores de un solo uso. Esta

% Anticuerpos Métodoﬂe Volumen.total Concentracion Total m.Ab
Z monoclonales produccion producido mAb/ml producido
g C-alpha Flask 300 ml 1745 pg/m 5,235 g

=

g CellMaker 2000 ml 1341 pg/ml 26,820 ug
E mAbL421 Flask 300 ml 16.67 pg/ml 5,001 pg

& CellMaker 2300 ml 11.67 pg/ml 26,841 ug

Tabla 3.
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tecnologia estd pensada para aumentar la eficiencia
en el cultivo de células de mamiferos dehido a su suave
mezclado. Por el contrario, en los hiorreactores cldsi-
cos donde la mezcla se realiza con paletas de agitacién
se corre el riesgo de romper las membranas celulares.
El CellMaker, ademds, elimina la necesidad de esterili-
zacién y validacidn entre lotes, gracias a que las holsas
de reaccién de un solo uso tienen certificado de esteri-
lizacién y son desechadas tras su uso, reduciendo sig-
nificativamente el riesgo de contaminacién cruzada.
Los paneles laterales transparentes del CellMaker
también permiten mejor control visual que en los tipi-
cos sistemas de acero inoxidable.

PARA PODER REPRODUCIR LOS RESULTADOS del
CellMaker serfan necesarios 267 frascos y una signi-
ficativa carga de trahajo, numerosas horas para prepa-
rar y cultivar. Ademds, cada uno de los frascos debe ser
revisado durante la semana para asegurar gue no hay
contaminacion. Este tipo de carga de trabajo y espacio
de almacenamiento de la incubadora no es practico.

En cambhio, el CellMaker requerfa aproximada-
mente cinco minutos para prepararse, tres minutos
para cosechar y sin necesidad de tiempo adicional
para mantenerlo. Comprobar la contaminacion era tan
simple como mirar a traves de los paneles frontales del
biorreactor transparente.

Ademads, este reactor puede colocarse enuna vitrina
0 mesa y no requiere espacio en una incubadora, ya
que el sensor Peltier instalado en el recinto es una
forma precisa y exacta de controlar la temperatura.

EL CELLMAKER MANTUVO LA TEMPERATURA
Y EL PH CONSTANTES durante todo el experimento.

Comparado con el almacenamiento en incubadora que
puede contaminarse fdcilmente y tener puntos calien-
tes y frios, el CellMaker mantiene el contenido estéril
y ofrece un ambiente mucho méds estable para que las
células crezcan y se dividan.

El cambio de color del medio debido a la produc-
cidén de dcido lactico es una indicacién visual de que el
experimento necesita atencion, ya gue la produccion
de anticuerpos se estd desacelerando. Esto ocurre
cuando la acidez del medio disminuye y corre el riesgo
de degradar la calidad del anticuerpo. Aungue esta se
ohservd en los cultivos en frasco, en el sistema auto-
matico, el pH se carrigid automdticamente para mante-
nerlo entre valores de 7,3y 7,5. De esta forma se evitd
el camhio de colar, lo que indica que las células perma-
necen en un metabolismo normal, permitiendo el cre-
cimiento a largo plazo y la produccién de anticuerpos
sin aumentar el costo y la mano de obra. Manteniendo
el pH en estos valores permite una mejor calidad de los
anticuerpos.

EN LOS METODOS CLASICOS es mas dificil contro-
lar el oxigeno disuelto, la acidez o el CO, en el cultivo
celular, lo que complica muchao el cultivo de largo plazo
y limita significativamente la produccién de anticuer-
pos. La estabilidad y control del CellMaker permite tra-
bajar con cultives a largo plazo y grandes cantidades
con unas condiciones reproducibles que permite obte-
ner grandes volumenes y anticuerpos de calidad.

Para la misma cantidad de tiempo, pero con menos
carga de trabajo y mana de obra, el CellMaker propor-
ciond una solucién para aumentar la produccién de
anticuerpos cinco veces, en comparacion con la pro-
duccidn de frascos. Los futuros experimentos deberfan
probar cudnto tiempo se podria mantener el cultivo en
el CellMaker antes de que los medios comiencen a aci-
dificarse para evaluar el potencial de una produccion
de anticuerpos aun mayor. Estos resultados muestran
que el CellMaker es una forma prdctica de aumentar
la produccién de anticuerpos de manera mas sencilla
y fiahle que con los métodos tradicionales en multiples
frascaos
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