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DESCRIPCION

Un método para producir células B especificas de antigeno y su uso para la produccion de células de hibridoma y
anticuerpos monoclonales

La invencion se refiere a un método no terapéutico para producir células B especificas de antigeno usando la
transferencia celular adoptiva de células B cebadas, especialmente de las células del bazo incluyendo las células B
de un animal no humano previamente inmunizado y mediante la administracion de un antigeno de interés a un
animal no humano no previamente expuesto. Estas células B cebadas (para transferencia), asi como las células B
activadas por antigeno (de novo) del animal inmunizado (las propias células B del receptor) se aislan de un animal
no humano inmunizado con el antigeno de interés. Las células B especificas de antigeno producidas pueden
proporcionar anticuerpos monoclonales mediante el uso de la bien conocida tecnologia de hibridoma. También se
describen células de hibridoma y anticuerpos monoclonales producidos usando las células B especificas de
antigeno.

Se induce una fuerte respuesta de anticuerpos en un animal hospedador mediante la activacién de células B
reactivas a antigeno y su diferenciacion terminal en células plasmaticas secretoras de anticuerpos. Este proceso de
activacion y diferenciacion esta altamente influenciado por la inmunogenicidad del antigeno y la colaboracion celular
eficiente entre las células B y las células T auxiliares. Debido a su capacidad para unirse selectivamente a un
antigeno de interés, los anticuerpos se han usado ampliamente para aplicaciones de investigacion, de diagnodstico y
terapéuticas. El uso potencial de anticuerpos se expandié con el desarrollo de anticuerpos monoclonales. A
diferencia del antisuero policlonal, que comprende una mezcla de anticuerpos dirigidos contra multiples epitopos, los
anticuerpos monoclonales se dirigen contra un Unico determinante o epitopo en el antigeno y son homogéneos. Por
otra parte, los anticuerpos monoclonales pueden producirse en cantidades ilimitadas. El trabajo seminal de Kéhler y
Milstein [Kohler y Milstein Nature 256:495 (1975)] describe el método original para obtener células de hibridoma que
pueden producir anticuerpos monoclonales. Una célula secretora de anticuerpos, aislada de un ratén inmunizado, se
fusiona con una célula de mieloma, un tipo de célula B cancerosa. Las células hibridas resultantes (hibridomas) son
inmortales y secretan continuamente anticuerpos especificos con caracteristicas reproducibles.

El éxito de la técnica original de hibridoma basada en la fusién celular depende en gran medida de una fuerte
respuesta inmunolégica celular en el bazo en el momento de la extraccion del bazo para la produccion de hibridoma.
Ya que esta técnica usa una suspension completa de células del bazo y debido a que todos los tipos de células se
inmortalizan de manera similar por fusion celular, es critico que la proporcion de células B especificas de antigeno
en la poblacién celular total en la suspensiéon de células del bazo sea lo mas alta posible. Cuantas mas células B
especificas estén presentes en el momento de la fusion celular, mayores son las posibilidades de generar
hibridomas especificos de antigeno diana.

Tipicamente, la decision de proceder a la generacion de hibridoma depende de alcanzar un titulo predeterminado
después de la inmunizacion de ratén con un antigeno diana dado. Cualquier titulo puede deberse a la presencia de
un numero relativamente bajo de anticuerpos de alta afinidad/avidez o la presencia de altos niumeros de anticuerpos
de baja afinidad/avidez. Después de alcanzar el titulo especificado, los ratones apropiados se seleccionan para la
generacion de hibridoma. Tipicamente, 3-4 dias antes de la fusidn celular programada, los ratones seleccionados
finalmente se refuerzan con antigeno y se extrae el bazo y se procesa el dia de la generacion del hibridoma. Sin
embargo, si los titulos de anticuerpos especificos de antigeno en el momento del refuerzo final siguen siendo muy
altos, el antigeno inyectado y los anticuerpos preexistentes pueden formar inmediatamente complejos solubles que
son eliminados por los sistemas fagociticos reticuloendoteliales y monocitos/macréfagos antes de que el antigeno
inyectado sea capaz de activar las células B especificas de antigeno que residen en el bazo o de circular como
células B de memoria en la periferia. Ademas, Se sabe que los complejos antigeno-anticuerpo suprimen las
respuestas inmunoldgicas en curso mediante la activacion de receptores inhibitorios de FcyRIlb en las células By,
de esta manera, previenen su activacion y proliferacion. Esta inhibicién es parte de una respuesta fisiolégica para
terminar las respuestas inmunoldgicas y prevenir el desarrollo de respuestas autoinmunoldgicas. Adicionalmente, en
las respuestas inmunoldgicas de memoria, es probable que se produzcan anticuerpos interferentes pero especificos
por las células plasmaticas de la médula dsea como un sitio prominente de produccion de anticuerpos a largo plazo
y, por lo tanto, el bazo puede contener realmente un nimero bajo de células B especificas de antigeno en caso de
respuestas de anticuerpos maduros. Bajos numeros generales de células B productoras de anticuerpos especificos
en bazos de donantes combinados con iniciacidon de novo y amplificacion pobres de las respuestas de células B de
memoria derivadas de la circulacién debido a anticuerpos preexistentes pueden considerarse razones principales
para el fracaso en el aumento de la proporcion de células B especificas en la suspension final de células de bazo y,
de esta manera, se reducen o se comprometen las posibilidades de generacién exitosa de hibridoma.

El enfoque mas comun para evitar los efectos negativos de los titulos altos de anticuerpos preexistentes es esperar
hasta que los anticuerpos especificos de antigeno diana, incluyendo los anticuerpos especificos de vehiculo en el
caso de conjugados de antigeno, hayan caido significativamente. Solo entonces puede el antigeno recién
administrado, es decir, el refuerzo final, dar como resultado una acumulacion significativa de antigeno en el bazo
para facilitar la proliferacion de novo de células B con cinética celular compatible con la generacion exitosa de
hibridoma. Desafortunadamente, el tiempo requerido para que los titulos altos de anticuerpos disminuyan lo
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suficiente puede llevar varias semanas o incluso meses. En muchas situaciones, sin embargo, la inmunizacion de
ratones con altos titulos de anticuerpos preexistentes puede permitir la activacion de un nimero limitado de células B
especificas de antigeno y, por lo tanto, generar un nimero limitado de hibridomas.

Los anticuerpos preexistentes, de esta manera, se consideran una de las principales razones del fracaso para
inducir la proliferacion celular extensa en la preparacion para la produccion de hibridoma. Por lo tanto, el objeto
general de la presente invencion es desarrollar un método para evitar los efectos negativos de la interferencia de
anticuerpos y, de esta manera, aumentar la probabilidad de una generacioén exitosa de hibridoma.

Se descubrié que la proliferacion celular especifica en el bazo de animales no humanos singénicos sin exposicion
previa aumenta potencialmente después de una transferencia celular adoptiva de células de bazo obtenidas de
animales no humanos previamente inmunizados con el antigeno de interés. Las células B especificas de antigeno se
amplifican en un animal receptor no humano a nimeros a menudo suficientemente altos para la generacion exitosa
de células de hibridoma. Es probable que la proliferacion de células B observada en este enfoque esté facilitada por
la ausencia de anticuerpos interferentes. Debido a la transferencia de células entre animales, el enfoque se llama
transferencia celular adoptiva.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un método no terapéutico para la produccion de células B especificas
de antigeno usando transferencia celular adoptiva. El método comprende las siguientes etapas:

a) Se generan células B preparadas de animales no humanos inmunizados. Las células B cebadas se aislan de
animales no humanos previamente inmunizados con el antigeno de interés.

b) Estas células B cebadas y el antigeno de interés se administran a un animal no humano no expuesto
previamente para inducir una respuesta inmune humoral contra el antigeno de interés.

c) Las células B especificas de antigeno se aislan del animal receptor no humano.

Los animales no humanos son preferentemente mamiferos tales como roedores, ratones, ratas, cobayas, conejos,
bovinos, caballos, perros, gatos, cabras, ovejas y cerdos. Los animales son animales inmunolégicamente virgenes
con respecto al antigeno diana y estan, de esta manera, libres de cualquier anticuerpo contra el antigeno de interés.
Los animales no humanos que se usan preferentemente son ratones o ratas, prefiriéndose ratones sobre ratas.

Las células B cebadas para la transferencia de células adoptivas se obtienen de animales no humanos previamente
inmunizados. Después de la inmunizacién de acuerdo con los protocolos convencionales, las células del animal
hospedador se recolectan para obtener poblaciones celulares de células B cebadas. Las poblaciones celulares
recolectadas pueden aislarse de cualquier érgano de animales no humanos inmunizados y tipicamente incluyen el
bazo, los ganglios linfaticos, la médula dsea, el epiplon, los Parches de Peyer o sangre y/o células mononucleares
de sangre periférica (PBMC). Las células pueden cosecharse de mas de una fuente y agruparse antes del
procesamiento. Preferentemente, las células del bazo son las células animales hospedadores preferidas.
Especialmente las células del bazo que incluyen las células B se usan como células B cebadas, las células del bazo
se aislan de animales no humanos previamente inmunizados con el antigeno de interés.

Las células a transferir pueden ser células recién aisladas o resucitadas de una solucién madre celular congelada de
animales no humanos previamente inmunizados, es decir, la fuente de las células a transferir pueden ser células de
bazo frescas o resucitadas. La inmunizacion de los animales no humanos para proporcionar células B cebadas se
realiza tipicamente de acuerdo con protocolos convencionales usando el antigeno de interés. Eso significa que la
inmunizacion puede llevarse a cabo por cualquier método conocido en la técnica, tales como, mediante una o mas
inyecciones del antigeno de interés con o sin ningun agente para mejorar la respuesta inmunoldgica, tales como
adyuvante de Freund completo o incompleto o cualquier otro adyuvante, u homogeneizando una lamina de gel que
contiene el antigeno. Cuando se mide un titulo de anticuerpos suficiente en el suero, los ratones inmunizados se
sacrifican y se aislan las células que se utilizaran para la transferencia.

En una realizacion de la invencion, las células B cebadas a administrarse al animal no humano receptor no expuesto
previamente se pre-tratan por lavado en medio de cultivo celular libre de suero y por lisis de los glébulos rojos. Por
ejemplo, las células aisladas se suspenden en un volumen total de 50 ml de medio de cultivo celular libre de suero y
se centrifugan. El sedimento resultante se resuspende en tampoén de lisis de globulos rojos durante 1 min antes de
afiadir medio sin suero a un volumen total de 50 ml. Se toma una alicuota de la suspension celular resultante para el
recuento celular usando preferentemente un hemocitometro. La suspension libre de glébulos rojos de las células B
cebadas se sedimenta nuevamente por centrifugacion y el sedimento finalmente se resuspende en solucién salina
fisiolégica en un volumen dependiente del nimero de células adecuado para la transferencia celular.

En una realizacion de la invencién, las células B cebadas se administran al animal no humano sin experiencia previa
a la administracion del antigeno de interés para provocar una respuesta inmune humoral en el animal receptor.
Aunque el antigeno puede administrarse en cualquier momento después de la transferencia celular, la inyeccion de
antigeno se realizara tipicamente en o poco después de la transferencia celular, es decir, dentro de 1-2 h.

Tal enfoque es especialmente ventajoso ya que los animales receptores no tienen ningun anticuerpo especifico
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contra el antigeno de interés en el momento de la transferencia de células adoptivas. El antigeno de interés dado
poco después de la transferencia de células B cebadas puede activar directamente las células B de memoria
transferidas mientras estan en transito, especialmente al bazo o después de su llegada al bazo. El bazo del animal
receptor no humano se ha demostrado anteriormente como uno de los principales 6rganos para la proliferacion de
las respuestas inmunolégicas. Por lo tanto, la extensa proliferacion celular, especialmente en el bazo, generara un
conjunto significativo de células B especificas de antigeno en el bazo del animal receptor no humano y puede usarse
para la produccién de hibridomas.

La administracion de células B cebadas y del antigeno de interés para el animal no humano sin exposicion previa
puede realizarse mediante inyeccion. Después de la inyeccion, preferentemente en la cavidad peritoneal, las células
transferidas y el antigeno drenan hacia el bazo a través del sistema linfatico subdiafragmatico y el suministro de
sangre. Como alternativa, pueden usarse ofras vias tales como inyeccion intravenosa, subcutanea, intralifatica, etc.

Normalmente, siete dias después de la transferencia de las células B cebadas y el antigeno de interés, la extension
del desarrollo de la respuesta inmunolégica en los animales receptores se determina midiendo sus titulos de
anticuerpos. Se toman muestras de sangre y los titulos de anticuerpos en suero se determinan mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o cualquier otra técnica de inmunoensayo adecuada. Si los titulos de
anticuerpos se consideran ser lo suficientemente altos, puede llevarse a cabo una fusién celular. Si el titulo es
demasiado bajo, los animales pueden reforzarse a intervalo o intervalos dependientes de antigeno hasta que se
logre una respuesta adecuada, segun lo determinado por muestras repetidas de sangre y mediciones de titulos.
Tipicamente, después de un periodo de descanso de 7-14 dias después del ultimo refuerzo de antigeno, los
animales estan listos para la generacion de hibridoma.

El antigeno de interés puede ser cualquier sustancia a la que se pueda unir un anticuerpo e incluye, entre otros,
péptidos o conjugados de péptidos, proteinas o fragmentos de las mismas; hidratos de carbono; moléculas o
haptenos organicos e inorganicos; receptores producidos por células animales, células bacterianas y virus; enzimas;
agonistas y antagonistas de rutas biolégicas; hormonas; acidos nucleicos, lipidos, nanoparticulas y citocinas.

Para poder funcionar como antigeno, las moléculas de bajo peso molecular (como haptenos, péptidos, aminoacidos,
acidos nucleicos, ciertas toxinas o principios activos) deben combinarse con proteinas vehiculo inmunogénicas. La
tiroglobulina bovina, la ovoalbumina y la albumina sérica bovina, asi como la proteina del caracol hemocianina de
lapa californiana (KLH) son proteinas vehiculo cominmente utilizadas para la generacién de anticuerpos. Los
antigenos preferidos son proteinas y conjugados peptidicos. Las proteinas vehiculo preferidas son tiroglobulina
bovina (peso molecular: 660-690 kDa) o KLH (peso molecular: ca. 390 kDa).

Las células B especificas de antigeno generadas en el animal receptor no humano pueden aislarse de cualquiera de
los 6rganos del animal. Tipicamente, las células B especificas de antigeno se obtienen del bazo, la sangre y/o
cualquier otro 6rgano linfoide primario (médula 6sea) o secundario, tales como los ganglios linfaticos, los vasos
linfaticos, los parches de Peyer, el epiplon, etc.

La produccion de hibridoma se lleva a cabo de acuerdo con protocolos convencionales. Para generar lineas
celulares de hibridoma que produzcan anticuerpos monoclonales especificos para el antigeno de interés, las células
B especificas de antigeno se fusionan con células de mieloma. Los hibridomas que secretan anticuerpos
monoclonales especificos se identifican, se aislan y se crecen a granel in vivo como cultivos de ascitis o in vitro
utilizando una diversidad de técnicas de cultivo de tejidos.

La fusion celular, la seleccidon y clonacion de las células de un hibridoma se realiza siguiendo protocolos
convencionales como se describe, por ejemplo, en Peters, J. H. y Baumgarten, H. (Hersg.), Monoklonale Antikérper
Herstellung und Characterisierung, 2. Auflage (1990), Springer Verlag o Harlow, E. y Lane, D., Antibodies A
Laboratory Manual (1988), Cold Spring Harbor Laboratory.

La fusidn celular suele estar mediada por fuségenos quimicos tales como el polietilenglicol, pero también son
posibles los virus fusogénicos o la electroporacion. Después de la fusion celular, las células se suspenden en un
medio de crecimiento selectivo compuesto por medios de crecimiento celular convencionales tales como el medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) o el medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI), cada uno suplementado
con HAT (hipoxantina-aminopterina-timina). El medio selectivo solo permite que las células hibridas sobrevivan. La
suspension celular se coloca en placas en pocillos de placas de cultivo de tejidos que habian sido recubiertos
previamente el dia anterior con células de exudado peritoneal como células alimentadoras. En lugar de células
alimentadoras, sin embargo, pueden usarse diversos aditivos disponibles en el mercado para mejorar el crecimiento
de los hibridos. Tipicamente, después de dos semanas de cultivo celular, los sobrenadantes de cultivo de los
hibridomas en crecimiento en cada pocillo ELISA se prueban para detectar la presencia de anticuerpos especificos
de antigeno usando una diversidad de inmunoensayos tales como ELISA, micromatrices de antigenos de técnicas
de inmunotransferencia. Todas las células de los pocillos con anticuerpos especificos se clonan mediante dilucién
limitante (aislamiento de células individuales mediante dilucién) y los hibridomas recién crecidos derivados de
pocillos con una colonia de células individuales (monoclonales) vuelven a probarse para detectar la presencia de
anticuerpos especificos. El hibridoma mas productivo y estable finalmente se selecciona entre todos los hibridomas
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positivos al antigeno. Los hibridomas seleccionados se criopreservan para almacenamiento a largo plazo y los
anticuerpos especificos se cultivan en masa usando una diversidad de técnicas in vivo o in vitro previas a la
purificacion de anticuerpos usando diversas técnicas de cromatografia de afinidad basadas entre otras en la proteina
AoG.

También se desvelan células de hibridoma y anticuerpos monoclonales basados en células B especificas de
antigeno producidas de acuerdo con los métodos descritos anteriormente.

El niumero de células de hibridoma generadas usando células B especificas de antigeno producidas de acuerdo con
la presente invencion puede ser mucho mayor que las generadas con la técnica convencional. El método de la
presente invencion es una técnica adicional valiosa para generar células de hibridoma contra antigenos con
respuestas de anticuerpos de larga duracion a concentraciones muy altas. Adicionalmente, El método puede resultar
especialmente valioso en situaciones en donde la técnica convencional de produccion de hibridoma no pudo generar
ningun hibridoma apropiado, pero aun permitié la activacion de un bajo niumero de células B especificas de antigeno
que luego pueden amplificarse mediante el método descrito. Por otra parte, todas las células animales del
hospedador congeladas aun disponibles que se depositaron como células de respaldo durante una fusion
convencional previa pueden resucitarse y procesarse usando el método descrito.

Ejemplos

Materiales

BALB/c (8 a 12 semanas de edad) comprado en JANVIER LABS

Los antigenos 4, 5 y 6 siendo péptidos acoplados a tiroglobulina bovina, las soluciones de antigeno se usan en
solucion salina fisiologica a 1 mg/ml, (los antigenos insolubles se inyectan como suspension)

Adyuvante completo de Freund, (CFA o FCA) y adyuvante incompleto de Freund (IFA o FIA)

Tampon de lisis de gldbulos rojos (RBC)

Células de mieloma SP 2/0-Ag-14 adquiridas de DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Braunschweig, DE)

Ejemplo 1

Preparacion de células B especificas de antigeno usando transferencia celular adoptiva de células de bazo de
ratones previamente inmunizados y administracién de un antigeno de interés a ratones sin tratamiento previo

La transferencia celular se realiza con células de bazo recién aisladas que contienen poblaciones de células de bazo
que incluyen células B cebadas de ratones previamente inmunizados o células de bazo resucitadas de reservas de
células de bazo congeladas, es decir, células de bazo de reserva previamente aisladas de ratones inmunizados.

a) Inmunizacién de ratones con antigeno 4, 5 0 6 (véase la Tabla 1) para la generacion de hibridoma usando el

protocolo convencional y la provision de células B cebadas para usarse para la transferencia de células
adoptivas.
Para cada antigeno, se inmunizan 5 ratones con el antigeno. Los animales reciben inyecciones semanales
del antigeno de interés emulsionado en volimenes iguales de antigeno y adyuvantes de Freund. El
adyuvante completo de Freund solo se usa para la primera inmunizacion. Las inmunizaciones posteriores se
realizan con adyuvante incompleto de Freund. La ultima inmunizacién se realiza en soluciéon salina
tamponada con fosfato (PBS) o solucién salina fisioldgica. También pueden usarse adyuvantes alternativos
tales como Ribi, TiterMax o Alum. En el transcurso del programa convencional de inmunizacion de 6
semanas, cada ratén generalmente recibe un total de cuatro a cinco inyecciones. El titulo de la respuesta
inmune se mide tipicamente después de la tercera inyeccion y cada inmunizacién posterior. Se aislan células
de bazo frescas y se usan alicuotas inmediatamente para la produccion de hibridoma usando la técnica
estandar o procesadas para la transferencia de células adoptivas. Las células sobrantes adicionales se
congelan como celdas de respaldo para su posterior procesamiento si es necesario.

b) Transferencia de células de bazo recién preparadas a ratones sin exposicién previa y su posterior
inmunizacién con el antigeno 4 o 6 para generar hibridomas por el método de transferencia adoptivo.
Inmediatamente después de la fusion celular convencional, una alicuota de 150x10° células de la misma
poblaciéon de células de bazo usadas en la etapa (a) se lavan en un tubo de centrifuga de 50 ml mediante
centrifugacion en 50 ml de medio de cultivo celular libre de suero a 200 xg durante 8 min a temperatura
ambiente. El sedimento celular se resuspende en 3,5 ml de tampodn de lisis de glébulos rojos, y después de 1
minuto de incubacion se afiade medio de cultivo sin suero, hasta un volumen final de 50 ml. Se toma una
alicuota de 200 pl de la suspension celular resultante para el recuento celular usando un hemocitometro y la
suspension celular se centrifuga nuevamente. El sedimento celular final se resuspende en solucién salina
fisioldgica y el numero de células se ajusta a 50x108/200 ul. Un grupo de ratones sin exposicién previa
(tipicamente dos ratones) se inyecta por via intraperitoneal con 200 pl/animal de suspension celular, seguido
de 25-100 pg/animal de antigeno 4 o 6, también en solucién salina fisiolégica, 1 hora después. Las
inyecciones se llevan a cabo por via intraperitoneal. Para monitorizar el desarrollo de la respuesta
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inmunoldgica, los ratones receptores se desangran después de 1 semana y sus titulos de anticuerpos en
suero se determinan mediante ELISA. Dependiendo del grado de la respuesta inmunoldgica observada, los
ratones pueden reforzarse nuevamente a intervalo o intervalos dependientes de antigeno antes de finalmente
usarlos para la produccion de hibridoma de acuerdo con protocolos convencionales. Tipicamente, después de
un periodo de descanso de 7-14 dias, los ratones estan listos para recibir su refuerzo final para la generacion
de hibridoma. Sin embargo, en caso de titulos insuficientes de anticuerpos séricos, los ratones receptores
pueden descansar (2-4 semanas) y reforzarse varias veces antes de medir nuevamente sus titulos de
anticuerpos en suero.

c) Transferencia de células de bazo resucitadas a ratones sin tratamiento previo y su posterior inmunizacién con

el antigeno 5 para generar hibridomas mediante el método de transferencia adoptiva usando soluciéon madre
de células de bazo congeladas.
Las células del bazo congeladas se descongelan y después se preparan de acuerdo con el procedimiento
como se describe anteriormente en (b). Para la resurreccion de las células del bazo, se recupera un vial
criogénico del almacenamiento de nitrégeno liquido y las células se descongelan rapidamente en un bafio de
agua a 37 °C. El vial se transfiere del bafio de agua a la campana de flujo laminar antes de que su contenido
se descongele por completo. El momento adecuado para la transferencia del vial criogénico a la campana
seria cuando el sedimento celular congelado en el vial criogénico invertido puede liberarse facilmente desde
el fondo del vial, es decir, cae dentro del vial después de un fuerte movimiento descendente repentino. En la
campana, la superficie del vial se desinfecta con isopropanol al 70 % y se abre el vial. Las células en el
sedimento celular que aun se esta descongelando se resuspenden paso a paso (volimenes de 0,5 ml)
afadiendo y retirando multiples medios de cultivo celular sin suero. Las alicuotas resultantes de 0,5 ml de
células descongeladas se transfieren a 10 ml de medio de cultivo celular libre de suero y la suspension
celular se centrifuga a 200 xg durante 8 min a temperatura ambiente. El sedimento celular final se
resuspende en 50 ml de medio de cultivo celular sin suero y las células se cuentan usando un hemocitometro.
Después de la lisis de glébulos rojos, las células se procesan para la transferencia adoptiva como se describe
anteriormente en b).

Ejemplo 2

Hibridoma y produccién a granel de anticuerpos monoclonales

Después de la generacion de hibridoma por transferencia adoptiva, los anticuerpos monoclonales se produjeron a
granel usando técnicas de cultivo de tejidos convencionales in vitro y los anticuerpos se purificaron usando técnicas
de cromatografia de afinidad convencionales antes de medir las concentraciones de anticuerpos por
espectrofotometria.

Se determinaron las siguientes tasas de produccion:

Antigeno 4: Hibridoma a: 17,4 pug/ml de IgG1/k
Hibridoma b: 34,6 pg/ml de IgG1/k
Hibridoma c: 51,4 yg/ml de IgG1/k

Antigeno 5: Hibridoma a: 25,7 pug/ml de IgG1/k
Hibridoma b: 20,6 pg/ml de IgG1/k
Antigeno 6: Hibridoma a: 31,2 pg/ml de IgG2b/k

Hibridoma b: 64,0 ug/ml de IgG1/k

La Tabla 1 compara los numeros de hibridomas generados por la técnica convencional y la técnica de transferencia
celular adoptiva.

Tabla 1: Numero de hibridomas primarios positivos para antigeno de acuerdo con el método de generacion
Numero de cultivos primarios generados a través de:
Técnica convencional Transferencia de célula adoptiva
Antigeno N.° 4 3 21
Antigeno N.° 5 20 30
Antigeno N.° 6 5 34
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REIVINDICACIONES

1. Un método no terapéutico para producir células B especificas de antigeno mediante el uso de transferencia celular
adoptiva, en donde el método comprende las etapas de:

a) proporcionar células B cebadas aisladas de animales no humanos que se han inmunizado con un antigeno de
interés;

b) administracion de las células B cebadas y el antigeno de interés a un animal no humano no expuesto
previamente para inducir una respuesta inmune humoral contra el antigeno de interés,

c) aislamiento de células B especificas de antigeno del animal no humano de la etapa b).

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde las células B cebadas son células de bazo que incluyen
células B aisladas de animales no humanos que se han inmunizado previamente con el antigeno de interés.

3. El método de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en donde las células B cebadas a administrarse al animal no
humano no expuesto previamente se tratan por lavado en medio de cultivo celular libre de suero y por lisis de los
gldbulos rojos.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde las células B cebadas a
administrarse al animal no humano no expuesto previamente se pre-tratan mediante:

- lavando las células B cebadas en medio de cultivo celular libre de suero;

- sedimentando las células B cebadas por centrifugacion;

- resuspendiendo el sedimento celular obtenido usando tampén de lisis de glébulos rojos;

- anadiendo medio de cultivo sin suero;

- sedimentando las células B cebadas por centrifugacion; y

- resuspendiendo el sedimento celular final en solucion salina fisiologica.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde las células B cebadas se administran
al animal no humano no expuesto previamente antes de la administracion del antigeno de interés.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la administracion de las células B
cebadas y/o del antigeno de interés se realiza mediante inyeccion, por inyeccion intraperitoneal, intravenosa,
subcutanea o intralinfatica.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde se monitoriza el desarrollo de la
respuesta inmunoldgica en el animal no humano no expuesto previamente administrado con las células B cebadas y
el antigeno de interés, los titulos de anticuerpos séricos en la sangre se determinan en puntos de tiempo
predeterminados.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el animal no humano administrado
con las células B cebadas y el antigeno de interés se refuerza mediante la administracion adicional de antigeno de
interés, el punto de tiempo para el refuerzo se determina dependiendo del grado de respuesta inmunolégica
observada.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el animal no humano a administrar
con las células B cebadas y el antigeno de interés es un mamifero, seleccionado del grupo que consiste en un
roedor, ratén, rata, cobaya, conejo, bovinos, caballo, perro, gato, cabra, oveja y cerdo.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el antigeno de interés es uno
seleccionado del grupo que consiste en péptidos o conjugados de péptidos, proteinas o fragmentos de las mismas;
hidratos de carbono; moléculas organicas e inorganicas; receptores producidos recombinantemente o por células
animales, células bacterianas y virus; enzimas; agonistas y antagonistas de rutas bioldgicas; hormonas; acidos
nucleicos, lipidos, nanoparticulas y citocinas.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde las células B cebadas se aislan
del bazo, de sangre o cualquier otro érgano linfoide primario o secundario.

12. Un método para producir una célula de hibridoma, que comprende las etapas de:

- produccion de células B especificas de antigeno como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
11y

- fusionar una célula B especifica de antigeno y una célula de mieloma, para preparar una célula de hibridoma que
produce un anticuerpo especifico para el antigeno de interés.

13. Un método para producir un anticuerpo monoclonal, que comprende las etapas de:



ES 2793303 T3

cultivar la célula de hibridoma producida por el método como se define en la reivindicacion 12; y
obtener un anticuerpo monoclonal contra el antigeno de interés del cultivo de la célula de hibridoma o la expresion
recombinante de los genes del anticuerpo.
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