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1. Interés actual del tema

Debido a la gran especifidad de la reaccidon
antigeno anticuerpo, los ensayos basados en esta
reaccion se han verido usando como método
para la deteccidn de sustancias moleculares
complejas en liquidos biolégicos La correlacion
que en muchos casos existe entre la presencia o
ausencia de una molécula concreta y clertas
enfermedades, ha hecho que estas reacciones se
hayan usado desde hace varias décadas como
una prueba de diagnéstico tanto en clinica como
en veterinaria

Ahora bien, los diagnésticos convencionales
basados en la reaccién antigeno-anticuerpo {an-
ticuerpos policlonales), generalmente adolecen
de falta de reproducibiidad Ademéas existen
enfermedades cuyo diagnéstico es imposible
medtante técnicas Inmunoldégicas convenciona-
les debido a la dificultad de purificacidon del
antigeno o a otros problemas técnicos tales
como la especifidad, sensibilidad, reactividad, cru-
zada, etc lLa necesidad de aumentar al maximo la
fiabilidad de este tipo de diagndsticos sobre todo
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en enfermedades humanas, ha hecho que la
utilizacidn de anticuerpos monoclonales {cuya
obtencidon es técnicamente posible sélo desde
1975) sea un tema de actualidad en el campo del
diagndstico

Este mismo interés se ha venido demostrando
tanto a nivel cientifico como empresarial durante
los Ultimos afios Especialmente durante 1981 y
1982 tuvieron lugar, respectivamente:

— La Reunién «<Monoclonal Antibodies» orga-
nizada por Robert First que se desarrolld en
Alemania en Agosto de 1981 y en la que se hizo
especilal énfasis en la aplicacién de anticuerpos
monoclonales en diagnodstico y las posibilidades
gue tienen tanto en purificacion de proteinas
como en una posible terapéutica del cancer

— Las Jornadas Técnicas «Anticuerpos Mono-
clonales en diagndstico clinico», organizadas por
el Instituto Tecnoldgico para Psot graduados que
se desarrollaron en Espafia en Dicilembre de
1981, con el asesoramiento del Massachusetts
Institute of Technology y la participacidn de
empresas, hospitales y universidades espafiolas.

— Por Ultimo. el Congreso: «First Annual Con-
gress for hybridoma Research», que se celebré en
Los Angeles en febrero de este afio y que es un
exponente, de la importancia y proyecciéon que
esta alcanzando esta nueva tecnologia

47



Vol 1/323 Inmunologika 6/82

MONOCLONALES POLICLONALES

1

REACCION
ANTIGENO-
ANTICUERPO

j—
EL ECTROFORESIS
LIGAMIENTO DEL ANTIGENO
LIGADD
LIBRE

LIGADD

Figura 1 Comparacion esquematica de algunas propiedades de los anticuerpos
monoclonales y anticuerpos policlonales (Convencionales)

En este esquema se comparan la reaccidn antigeno anticuerpo (1), la
pureza de los reactivos (2) y la cinética del higamento del antigeno (3) Los
anticuerpos monoclonales por lo tanto reaccionan con un solo sitio del
antigeno (determinante antigénico), tienen poca contaminacidn de otras
proteinas del suero y son homogéneos (una sola clase de molécula) v su
respuesta es lineal comparada con los anticuerpos convencionales
(especlalmente importante para cuantificar la reaccion)
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Figura 2 Esquema comparativo de la obtencion de anticuerpos segun el método
convencional y el nuevo método

El método convencional utihiza los anticuerpos vertidos a la sangre de un
animal experimental al inyectarles el antigeno Para conseguir grandes
cantidades de anticuerpo hay que repetir todo el proceso El nuevo método
conocido como anticuerpos monoclonales se basa en la obtencion de un
hibrido monoclonal productor del anticuerpo Una vez conseguido el
hibrido, lo Unico que hay que hacer es reproducirio en las cantidades que se
deseen
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TABLA 1
Principales aplicaciones de los anticuerpos
monoclonales

Tipo de

aplicacién Aplicaciones Estado del «arte»

Diagnéstico | Clinica Comercial
Veterinarna Corto plazo
Alimentacion Corto plazo
Imaging de tumores Largo plazo

Purificacion | Obtencion de vacunas| Se usan a escala
Purificacién de pro- de laboratorio
teinas

Cromatografia de afi-
mdadl

Terapéutica | Sustitucién de anti-
genos

Terapia del cancer
Absorctén extracorp6-
rea de toxinas o virus

Largo plazo

La produccién de anticuerpos monoclonales
con una especifidad prefijada, es actualmente
posible mediante la preparacién de hibridos
celulares Estos productos se utilizan ya en
diagnésticos en hospitales y en veterinaria susti-
tuyendo a los anticuerpos policlonales que se
venian usando para estos diagnoésticos. Este
hecho es debido a que (Figura 1)

1. Los anticuerpos monoclonales son mas
reproducibles y ofrecen mayor garantia de sumi-
nistro que el método convencional de obtencién
de anticuerpos, el cual depende de la variabilidad
animal y de su pecuhar productividad

2. Los anticuerpos monoclonales son mas
especificos y de mayor pureza que las mezclas de
anticuerpos {anticuerpos policlonales) que se
producen segun los métodos convencionales
Este punto es de singular importancia a la hora
de utihizar anticuerpos como métodos de diag-
nostico de enfermedades. {(Figura 1).

3. No es necesario el obtener antigeno cada
vez que se qulere preparar un anticuerpo, al
contrario que en los métodos convencionales.
Este punto por si solo abaratard extraordinaria-
mente la produccidn de muchos anticuerpos ya
que los antigenos necesarios para producirios
seglin el método convencional son caros por ser
necesarios emplearlos muy purificados.

4 No se necesita purificar el antigeno. Este
hecho hace que sea posible el diagnéstico basa-
do en la deteccidon de sustancias moleculares
cuya purificacién es actualmente mposible,
abriendo asi un enorme abanico de posibilida-
des

Alun siendo importante la aplicacion de los
anticuerpos monoclonales en diagnéstico, donde

se especula que en el futuro va a revolucionar la
medicina, es en el campo de la terapéutica.
Debido a las propiedades antes mencionadas es
posible pensar en tratamientos contra el cancer,
tema en el que se investiga activamente (Tabla 1).
La invasién de nuevos productos ya se estd
produciendo ya han salido al mercado {os prime-
ros kits de diagndstico

En diagndsticos, los anticuerpos monoclonales
mejoran la exactitud, reducen costes y abren
nuevas posibihdades de test inmunolégico Los
avances mas probables incluyen:

— Anticuerpos con baja reactividad cruzada de
antigenos.

— Anticuerpos contra antigenos complejos
como tumores, antigenos de superficie y mi-
croorganismos.

— Anticuerpos contra antigenos no purifica-
bles

— Anticuerpos que requieren especifidades
Unicas y una garantia de suministro, como son
los usados en enzima, radio o fluorescencia-
INMuNoensayos

— Anticuerpos necesarios como standards
mundiales

— Anticuerpos que puedan ser marcados e
Inyectados en vivo en el hombre para localizar
tumores y 6rganos {(imaging)

2. Anticuerpos policlonales (método
convencional)

Los animales superiores son capaces de reac-
cionar frente a la entrada en su organismo de
sustancias extrafias a ellos {antigenos, Ag) me-
diante respuestas Esta respuesta tiene dos tipos
de manifestaciones Una de ellas consiste en la
produccion de unas sustancias {anticuerpos, Ac},
que neutralizan al antigeno reaccionando espe-
cificamente con él y la otra estd mediada por
celulas que reconocen al antigeno y son capaces
de destruir las células portadoras del mismo
(Figura 2).

Los anticuerpos son protefnas con sitios de
combinacién que reconocen la «forma» de las
superficies de los antigenos. La combinacién del
anticuerpo con el antigeno desencadena proce-
sos capaces de neutralizar y eliminar la sustancia
extrafia. Ademas de esta funcion fisioldgica, los
anticuerpos han sido y son herramientas muy
especificas para el diagnéstico clinico y la inves-
tigacién Cuando se inyecta un antigeno a un
animal, este responde elaborando anticuerpos
dinigidos contras las distintas partes del mismo
antigeno o bien contra la misma parte, pero con
distinta afinidad (anticuerpos policlonales). Es
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Figura 3 Esquema de una molécula de anticuerpo

Los anticuerpos {Ac) o inmunoglobulinas son proteinas que se producen
especificamente frente a un antigeno (Ag) capaces de unirse a él Estan
compuestas de dos tipos de cadenas protéicas de distinto tamafio pesado
(P} v higera (L) unidas entre si A su vez, cada una de estas cadenas esta
constituida por dos zonas, una constante entre los distintos anticuerpos de
la misma clase y otra variable Esta zona es la que determina la especificidad

de la reaccion Ag-Ac

practicamente imposible separar totalmente los
distintos anticuerpos debido a que son moléculas
muy semejantes El animal produce por lo tanto
una mezcla de anticuerpos contra un mismo
antigeno y estas mezclas son las que se han
ventdo usando para diagndsticos (Figura 2).
Hay distintas clases de anticuerpos o inmuno-
globinas (lg), pero la estructura es semejante en
todas (Figura 3) Estan constituidas por dos tipos

de cadenas protéicas de distinto tamafio: una
pesada, de unos 90 00O daltons (P) y otra ligera,
de unos 25 000 daitons (L) unidas por puentes
disulfuro A su vez cada una de estas cadenas
estd formada por dos zonas, una de ellas cons-
tante entre los distintos anticuerpos de la misma
clase, y otra cuya secuencia de aminoacidos es
variable Esta zona variable es la que determina
que la reaccién antigeno-anticuerpo sea especi-
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TABLA 11
Caracteristicas de los distintos anticuerpos o inmunoglobinas en el hombre

x 103 daltons
Concentracion
Clase de Ig Tipo de cadena Peso molecular | % del total ig en suero | Ig suero mg/ml | Fyacién complemen
G |4 150 80 8-16 +
M |2 900 6 0.5-2 +
A o 160 13 1.5-4 —
D ) 180 1 Trazas —
E € 180 0 002 Trazas —

fica Por lo tanto para cada parte del antigeno se
elabora un anticuerpo cuya regidén variable reco-
noce esa parte Segln el tipo de cadena pesada
gue posea, en el hombre existen cinco tipos de
anticuerpos cuyas caracteristicas se muestran en
la Tabla 2

La molécula de anticuerpo ademas de reaccio-
nar especificamente con el Ag frente al que se ha
producido, tiene otro tipo de actividades relacio-
nadas con la eliminacidon del antigeno Estas son,
entre otras, fijacio6n del complemento (conjunto
de proteinas del suero que dan lugar a la lisis de
células que hayan sido reconocidas por un
anticuerpo}. aumento de la fagocitosis por ma-
crofagos, respuesta alérgicas, etc. Estas activi-
dades estan localizadas en la parte de la molécula
constituida exclusivamente por la zona constante
de las cadenas pesadas, por lo que depende de
éstas y no las poseen todos los tipos de anticuer-
pos (Tabla 2)

La formacién de anticuerpos, se realiza en
células especializadas procedentes de la médula
6sea vy del bazo, llamadas linfocitos B Se postula
(Figura 4 y b) que el antigeno al entrar en un
organismo, tras una serie de interacciones entre
las células del sistema inmune (linfocitos T vy
macrofagos), establece contacto con receptores

en la membrana de los linfocitos B. Estos recep-
tores son moléculas de anticuerpo. Cada célula
tiene un solo tipo de receptores caracteristico
que determina con que antigeno sera capaz de
reaccionar y que anticuerpo produciré frente a él.
Una vez que el antigeno se ha unido a los
receptores de un cierto hinfocito, por mecanis-
mos que no se conocen completamente, en el
nucleo se inicia la produccidn de RNA mensajero.
Este dara lugar a las cadenas P y L. que tras ser
ensambladas formando la molécula de anticuer-
po se excreta fuera de la célula. Otro de los
efectos producidos por la industria del infocito
consiste en que este comienza a dividirse dando
lugar a un conjunto de células (clon} productoras
del mismo anticuerpo (Figura 4).

En una molécula de antigeno existe un ndmero
variable y relacionado con el temafio de la
molécula, de grupos o partes (determinantes
antigénicos) capaces de producir la induccién
del correspondiente nimero de hinfocitos B. Cada
linfocito es capaz de reaccionar frente a un solo
determinante antigénico produciendo anticuer-
pos especificos contra él Debido a este hecho, la
respuesta inmunoldgica de un animal apareceré
una mezcla de distintos anticuerpos producidos
todos frente al mismo antigeno, pero frente a
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distintas partes de él (Figura b)

La produccién de anticuerpos se favorece con
la mayor permanencia del antigeno en el orga-
nismo Para conseguir esto se emplean varios
métodos Uno de ellos consiste en el empleo de
adjunvantes Otro consiste en repartir el antigeno
en varias dosis Tras la primera inyeccidn trans-
curre algun tiempo hasta que empieza a detectar-
se niveles de los anticuerpos en la sangre, perola
cantidad producida es pequefia y desaparece en
poco tiempo Sin embargo, obteniéndose aproxi-
madamente 10-50 veces més cantidad de anti-
cuerpo especifico (Figura 6).

Debido a su gran especifidad los anticuerpos
se han usado para identificar, cuantificar, clasifi-
car y purificar moléculas, por todo lo cual son
ampliamente usados en clinicas Sin embargo,
ésta utilizaciébn tiene el Inconveniente de la
imprevisible y heterogénea respuesta de distintos
animales frente a los mismos antigenos y la
produccidén de anticuerpos frente a pequefios
contaminantes de la preparacién de antigeno.
Incluso cuando se obtiene un antisuero de alta
especifidad, a menudo contiene anticuerpos con
distinto grado de afinidad vy actividad brolégica
{(fyaci6n de complemento, precipitacion, agluti-
nacion, etc), por todo lo cual, los resultados

obtenidos con distintos stocks de anticuerpos
pueden ser confusos De este problema surgio el
interés de generar reproduciblemente grandes
cantidades de anticuerpos puros y altamente
especificos (Figura 2) Esto podria resolverse
estimulando in vitro un linfocito B con un anti-
geno de modo que le indujera a la prohiferaciény
produccién de anticuerpos que serian homogé-
neos Sin embargo. una de las caracteristicas de
los linfocitos B es que mueren en cultivos in vitro
Por otro lado. los experimentos llevados a cabo
mediante hiperinmunizaciéon de animales, con la
esperanza de inducir infccitos tumorales (mielo-
mas) secretores de grandes cantidades de anti-
cuerpos homogéneos especificos han fracasado

3. Anticuerpos monoclonales (método
nuevo)

En 1975 Kohler y Milstein pusieron a punto
una nueva técnica que permite que los hinfocitos
B productores de anticuerpos especificos frente
a un cierto determinante antigénico puedan ser
cultivados «in vitro» mediante su fusidn con
células de mieloma

Los mielomas son células tumorales que segre-
gan anticuerpos Estas células, al contrario de las
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Figura 5 Respuesta policlonal ante un antigeno

La respuesta de un hinfocito frente a un Ag no es ante la molécula total sino
contra partes especificas Ilamadas determinantes antigénicos Cada linfocito
da un solo Ac frente a un solo determinante, por lo que al actuar el sistema
inmunolégico frente a un Ag se produce una respuesta policlonal, es decir,
cada uno de los determinantes del Ag sensibiliza un determinado linfocito
que proliferay da lugar a un clon de células productoras de un cierto Ac, por
lo que en el suero de la sangre aparece un conjunto de Ac frente a
determinantes distintos del Ag. es decir, es un antisuero multiespecifico
{Anticuerpos policlonales) Estos anticuerpos especificos (0,01-1 mg/ml)
inducidos por la inyeccidn del antigeno se afiaden a una cantidad superior
de Ac previamente existente en la sangre (8-18 mg/ml)

células normas productoras de anticuerpos, po- finidamente y todos los anticuerpos que segre-
seen capacidad de proliferacidn in vivo o in vitro. guen tienen una estructura quimica idéntica.
E! mieloma es un clon «inmortal> de células Estos anticuerpos son por lo tanto monoclonales,
descendientes de una sola célula progenitora. pero no hay forma de saber contra que antigeno
Las células de mielomas pueden cultivarse inde- se dirnigen, ni de que modo pueden inducirse
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Figura 6 Respuesta secundaria ante la inmunizacion por un Ag

La produccién de Ac se favorece con dosis repetidas del Ag En una
primera exposicién (respuesta primaria) se producen Ac en pequeiia
cantidad, sin embargo, tras un segundo éncuentro con el Ag ocurre una
respuesta frente a él, que se caracteriza por menor periodo de retraso desde
la 1noculacidn hasta que aparecen niveles detectables de Ac. mayor
velocidad de sirtesis de Ac y mayor concentracion de Ac en suero que en el
caso de la respuesta primaria El tiempo de respuesta depende del Ag, de la
via de inyeccién, del animal y del adjuvante y es del orden de semanas La
concentracion de Ac en la sangre es directamente proporcional al nimero de

linfocitos B estimulados

mielomas que produzcan anticuerpos frente a un
antigeno especifico

La fusidn de los mielomas con los linfocitos B
productores de un anticuerpo conocido dan
lugar a algunos hibridos o hibridomas que con-
servan las caracteristicas deseables de sus pro-
genitores. sobreviven en cultivo y producen anti-
cuerpos especificos frente al antigeno de interés
(Figura 7). Puesto que cada uno de estos hibridos
puede ser aislado, Jgs posible asi obtener un
anticuerpo monoclonal de conocida especifidad,
es decir, procedente de un solo clon de células
Para la produccidon de estos anticuerpos en
cantidad, el hibrido puede ser cultivado «in vitro»
o Inyectado en la cavidad peritoneal de otro
raton, en el que se produce un tumor que hbera
grandes cantidades de anticuerpo monoclonal
que pueden recogerse del liquido ascitico o bien
de la sangre El esquema general de esta técnica
se representa en la Figura 8

Para la obtencidn de preparados de infocitos B
enriquecidos en linfocitos productores de un
determinado anticuerpo, se utiliza generalmente
un esquema tradicional de inmunizacidn consis-

tente en doble inyeccién Para ratones, se in-
yectan unos 100 ug de antigeno con adjuvante y
al cabo de unos 20 dias se inyectan 10 ug de
antigeno Después de tres dias desde la Uitima
inyeccion, se analiza la sangre de los ratones
inyectados y aquelios que dan mayor titulo de
anticuerpos se utilizan para obtener la prepa-
racion de linfocitos Cuando mayor es la activi-
dad de los anticuerpos en la sangre mayor es la
proporcion de linfocitos B especificos en el bazo
y por lo tanto méas probabilidades existen de
obtener el hibrido buscado

En la Figura 9 se esquematizan distintas formas
de obtener linfocitos B sensibilizados frente a un
antigeno La inmunizacidn tradictonal mediante
Inyecciones y posterior extraccion del bazo rinde
unas 108 células/bazo productoras de anticuer-
pos especificos. Sin embargo, otros métodos
combinando inmunizacion «in vito» € «In vitro»
pueden llegar a dar 10 veces més células sensibs-
lizadas, lo que es una ventaja teniendo en cuenta
que éste es uno de los pasos limitantes del éxito
en la obtencién del hibrido

La busqueda de nuevos y méas poderosos
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Figura 7 Esquema de la obtencion de hibridos

Los linfocitos B pueden ser estimulados a producir anticuerpos conocidos
pero no pueden mantenerse en cultivo in vitro o In vivo Los mielomas
producen anticuerpos desconocidos, pero pueden mantenerse indefinida-
mente en cultivo Algunos de fos hibridos linfocito-mieloma son capaces
tanto de producir el anticuerpo deseado como de propagarse en cultivo, por
lo que mediante su seleccién y luego su clonaje, pueden obtenerse clones
productores de un solo anticuerpo, anticuerpos monoclonales

métodos de enriquecimiento de las preparacio-
nes de linfocitos B en los linfocitos productores
de anticuerpos de interés es un tema actual de
investigacidn ya que estas técnicas permiten un
aumento del porcentaje de hibridos especificos
con un esfuerzo técnico menor

Los mielomas utilizados para obtener hibridos
productores de anticuerpos tienen las siguientes
caracteristicas:

— Son células tumorales que pueden propagarse
in vitro indefinidamente utiizando técnicas es-
tandard de cultivos celulares {(un pH constante de
aproximadamente 7.2, medio RPM | 1640 o
Dubeco, antibiético, 10-20% de suero de ternera
fetal, temperatura de 372C, incubadores con o

sin CO,, etc) Para mantenimiento los cultivos se
inician con 104 células/mly se desdoblan cuan-
do llegan a los 20-50 X 104 células/ml.

— Generalmente las lineas celulares utilizadas
en la fusidn no producen anticuerpos, no segre-
gan anticuerpos 0 al menos no poseen una de las
cadenas. Esta caracteristica aumenta la especifi-
dad de los anticuerpos a segregar por el hibrido
al no producirse mezcias con el anticuerpo del
mieloma Algunas de las cepas utilizadas se
describen en la Tabla 3.

-— Una vez realizada la fusién es necesario
eliminar los mielomas, para lo cual las cepas
utilizadas poseen una mutacién que les hece
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TABLA 3

Lineas de mielona usadas para producir hibridos
Linea celular Cadenas de lg expresadas
Py — Xgz Ag® Y, K
P; — NS 1/1 — Ag 4-1K {no la excreta
(NS-1)
SP,/o — Ag 14 ninguna
45 6T6 17 Yyb, K
4 T00 1 L1 K
X 63 Ag 8 653 ninguna

U — 266 AR,

resistentes a la 8-azaguanina Esta mutacidn
puede perderse si el medio de cultivo no contiene
la droga por lo que periddicamente se ha de
incluir en el medio o efectuar un reclonaje de la
linea celular La mutacién afecta a la enzima
HGPRT (Figura 10)

— Los mielomas se pueden congelar en N,
liguido a 2-4 X 106 células/ml en 90% suero de
ternera fetal v 10% de dimetil sulfoxido La
-congelacidén debe ser relativamente lenta (a
702 C durante unas 12 horas para llegara 1402 C
alas 24 horas) La descongelacidn por el contra-
rio ha de ser rapida colocando el vial con las
células en un bafio a372C y poniendo las células
rdpidamente en medio de cuitivo a altas densi-
dades. Esta propledad hace que se puedan
conservar los mielomas y los hibridos resultantes
indefinitdamente

— Para la fusién han de utilizarse mielomas en
el mejor estado posible Estos son los mielomas de
un cultivo en fase exponencial cuya densidad
estd alrededor de las 105 célutas/ ml Para efec-
tuar una fusidn se necesitan 0.5-1 htros de
dichos cultivos El encarecimiento de los medios
de cultivo hace que las investigaciones scbre el
reemplazamiento del suero por medios definidos
sea un tema de actuahdad {Coll and Ingram,
1981, Coll, 1978)

La fusién puede realizarse por medio de poliet-
lenglicol Para llevarla a cabo se mezclan células
de bazo con células de mieloma, en proporcion
entre 1 1y 10° 1 Dado que, normalmente se
obtienen 108 células nucleares por bazo de ratdn
{Mishell y Shugi, 1980, Kwan y Cols 1980), cada
bazo se fusiona con 107 - 108 células de mielo-
na. Se ha observado que esta relacidn no es
critica, aunque un exceso de células de bazo es
ventajosa (Kohler y Milstein, 1976) debido a que
aumenta la probabilidad de obtener hibridos
mieloma-linfocito B disminuyendo la de mielo-
ma-mieloma

Para efectuar fa fusidn, los mielomas, los
linfocitos y el polietiten-glicol se ponen en un
bafioc a 379 C Después de mezclar y centrifugar

los mielomas y linfocitos. se les afiade cuidado-
samente el polietilen-glicol con medio de cultivo
y suero de ternera fetal Hay que tener en cuenta
gue el polietileno-glicol es altamente t6xico para
las células, precipita muchas proteinas y su
medio es hipoténico Es por esto que el trata-
miento sélo dura 6 a 7 minutos y evitando
movimientos bruscos que lisarian las células

Como resultado de la fusidn se obtiene un
hibrido por cada 2 105 células de bazo, aproxi-
madamente (Kwan y Cols, 1980, Yelton y Sharff
1980) Ademés de los hibridos linfocito-mieloma
existen los tipos celulares' linfocitos y mielomas
que no han fusionado o que han fusionado entre
si linfocito-hinfocito y mieloma-mieloma.

Los linfocitos no son estables en cultivo vy
mueren a las pocas semanas Por el contrario, las
células de mieloma son capaces de vivir indefini-
damente en cultivo Para efectuar la seleccion,
las cepas de mielomas que se utilizan son
deficientes en el enzima Hipoxantina-Guanina-
Fosforribosil-Transfenasa (HGPRT) La ausencia
de este enzima hace imposible uno de los ca-
minos de sintesis de purinas {ruta de rescate)
guedandoles solamente la sintesis de novo como
Unica ruta de sintesis de purinas y por lo tanto de
acidos nucléicos Los hibridos tiene la sintesis de
novo tanto del hinfocito como del mieloma vy
ademas la ruta de rescate procedente del linfo-
cito Para efectuarla seleccidn, se afiade al medio
aminopterina que bloguea la sintesis de novo
Esto provoca la muerte de los mielomas deficien-
tes de HGPRT pues es su tGnica fuente de purinas,
mientras que permite vivir a los linfocitos gracias
a la ruta de rescate (Figura 10) También se
afiaden al medio hipoxantina y timidina que son
precursores de la ruta de rescate para asegurarse
de su funcionamiento (Medio HAT)

Una vez realizada la fusidén, por lo tanto, se
cultivan las células en medio HAT en pocillos
individuales {108 células/pocillo) La aparicidn
de crecimiento celular en los pocillos no supone
la aparicion de hibridos formadores de anticuer-
pos ya que en una inmunizacion 6ptima sélo el
1% de los hnfocitos B estan estimulados para
producir una anticuerpo especifico contra el
antigeno empleado (Kwan y Cols, 1980). Es
corriente que unicamente 0.1% o incluso 0,01%
de los linfocitos sean productores de anticuerpos
contra el antigeno Esta baja frecuencia impone
actualmente serias limitaciones para antigenos
poco Inmunogénicos Por ejemplo, en el mejor
caso, en que la respuesta interesa al 1% de la
poblacidon de linfocitos B (108 células) si fusio-
namos las células de un bazo ( 108 células) con
células de mieloma obtendremos aproximada-
mente 500 hibridos (uno por cada 2 1085 células
de bazo Yelton y Sharff, 1980; Kwan y Cols,
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Figura 8 Esquema de la obtencion de anticuerpos monoclonales

La obtencion de Ac monoclonales consta de dos etapas obtencidon del
clon productor del Ac deseado y obtencidn del anticuerpo a partir del clon

Para obtener el hibndo se fusionan

hinfocitos del bazo de un ratdn

sensibilizado ante e! Ag, con células de mielomas La ventaja de esta fusidon
consiste en que los linfocitos por si solos mueren en cultivos In vitro, sin
embargo la umon de las células del mieloma les confiere la capacidad de ser
cultivados Una vez que se obtiene el hibrido clonado, éste puede cultivarse
para obtener Ac o bien inyectarse en ratones en los que se inducen tu-

mores que producen Ac

1980) que al separarlos en 96 pocitlos nos daran
crecimiento en todos los pocillos De estos el 1%
serian productores de anticuerpos frente al anti-
geno, lo que nos daria 5 clones especificos entre
los 500 Esta cantidad se multiplica por 4-6,
debido a que la fusién enriquece los hibridos
formadores de anticuerpos Haciendo los mismos
calculos para inmundgenos mas débiles que
estimulan, p e} al 001% de la poblacién (104
células de 108) seria necesaria la fusién de 10
bazos y probar 5 000 clones de hibridos para
encontrar un clon de hibridos productor de
anticuerpos contra el antigeno Las dificultades
de ensayo y clonaje hacen dificil el lograr anti-

cuerpos monoclonales contra estos antigenos
poco Inmunogénicos, con los métodos actuales

Para efectuar la seleccidn, uno de los métodos
que se utithzan (O1 y Herzenberg, 1980) consiste
en afiadir un volumen del medio HAT al cultivo un
dia después de la fusidn, generalmente 0,1 ml!
Después cada dos dias se retira un volumen del
medio sobrenadante y se vuelve a afiadir un
volumen del medio HAT Los linfocitos B mueren
alrededor de la primera semana mientras que los
mielomas tardan en desaparecer unos diez dias
Al cabo de los 14 a los 20 dias las Unicas células
supervivientes son hibridos linfocitos-mieloma.
Los cultivos se pueden pasar a medio de cultivo
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Figura 9 Obtencion de linfocitos B sensibilizados

Dependiendo del método utilizado para la sensibilizacién de los infocitos
B pueden obtenerse rendimientos variables La inmunizacién «in vivo»
requiere al menos dos dosis de Ag inyectadas al animal, en cuyo bazo se
encontrara un 1% de los linfocitos sensibilizados frente al Ag Otro método
consiste en la incubacidon con el Ag, de linfocitos extraidos del bazo de
ratones que pueden o no haber sido inyectados con el Ag previamente Las
células del bazo de ratones inmunizados una vez frente al Ag pueden ser
inyectadas simultdneamente con una dosis de Ag en ratones cuyo sistema
inmune ha sido suprimido por irradiacién Los datos de la figura correspon-
den al caso en que el Ag son células rojas de la sangre, que muestran un gran
poder antigénico (Mishell y Shigi, 1980, Kwan y Col, 1980, Fox y Col.

1981)

normal poco a poco durante una semana y se les
pasa a pocillos mayores de 1 ml Para saber qué
pocillos estdn produciendo los anticuerpos bus-
cados, se debe esperar unos tres dias después de
efectuar el Gltimo cambio de medio, para permitir
una suficiente acumulacidon del anticuerpo en el
medio de cultivo

El método de ensayo de penderd en cada caso
del tipo de anticuerpo y antigeno El método debe
ser sobre todo répido. debido a la gran cantidad
de cultivos que hay que ensayar y a que las
decisiones sobre el cultivo han de hacerse rapi-
damente.

Dependiendo del volumen de cultivo donde se

haya realizado la seleccidon debe transferirse los
cultivos con resultados positivos a otros pocillos
mayores para expandirlos y congelarlos A partir
de estos cultivos se realizan el clonaje bien por
dilucién limite, bien en agar blando o bien en
microplacas. Independientemente del procedi-
miento de clonaje, se trata de obtener poblacio-
nes procedentes de una Unica célula (clones)
Esto se logra, bien diluyendo y haciendo alicuo-
tas de tal modo que estadisticamente o por
observacidn al microscopio tengamos la certeza
de que cada poblacion proviene de una sola
célula, o bien por extensidn en agar de las
células, quedando inmdviles y dando cada célula

62



Vol W1/335

Inmunologika 6/82

TABLA IV
Obtencién de anticuerpos por método convencional v por hibridos - Comparaciones
Hibridos (H)
Método Cultivos Inyeccién en ratones
Convencional Celulares
Sangre Liguido ascitico
Tiempo en obtener Ac Semanas 4-6 dias 10-30 dias 10-30 dfas
Cantidad de liquido 1ml/ratén 1 1/108-+ 1 mi/ratén+ 2-10 mi/ratén
/100 mg Ag -107 H /108-107 H 108-107 H
Concentracién de Ac 0001-1 mg/mt 001-0 06+ 1-10mg/ml° 1-10 mg/mi
mg/ml
Concentracidn de proteina 60 mg/mi* 9 mg/ml* 60 mg/ml 25 mg/mi°
Concentracton de IgG 8-18 mg/ml* 12-27 mg/mi 8-18 mg/mi 12 mg/ml
Ac/prot porcentaje de Ac 002-16% 01-06% 16-16 6% 4-40%
Ac/IgG porcentaje de Ac 006-12 5% 037-5% 55-125% 8 3-83%

+Datos de O1y Herzenberg (1980) *Las concentraciones de proteinas en suero son de Putman (1975) *La concentra-
cién de proteina en iquido ascitico segun los datos de Hozumiy Sugiyama (1973) Calculado segun una concentracion
de suero fetal del 16% ©%Datos de Kwan et al, 1980 Orthoclone Eisen 1974 El porcentaje de proteina que es Ac
da una i1dea del factor de punficacidn necesario para obtener el Ac aislado El porcentaje de 1gG que es el Ac buscado
da una idea de las impurezas que va a tener el Ac después de purificado mediante un columna con proteina A, por
ejgmplo una columna de antigeno daria el mas alto grado de pureza del Ac, pero este método no es viable en la mayoria

de los casos

una colonia distinguible visulamente de las de-
mas

El siguiente paso es el ensayo de estas nuevas
poblaciones para la produccién de anticuerpo
(Figura 11) Los clones con resultados positivos
crecen y se congelan, realizdndose un segundo
clonaje.

Los cultivos en los que en un primer ensayo se
encontré la presencia de anticuerpo, pueden
perder esta capacidad de produccidon debido a
pérdida de cromosomas, crecimiento de otras
poblaciones hibridas no productoras de anticuer-
pos o productoras de anticuerpos de otra especi-
ficidad, etc Por ello se hace necesano compro-
bar la estabilidad de cada clon antes de proceder
a su uso

La Figura 12 esquematiza una escala de tiem-
pos aproximadamente para producir un anticuer-
po monoclonal suponiendo gue todos los pasos
tengan éxito

El objetivo final puede resumirse en dos pun-
tos:

— Conseguir un clon suficientemente estable
y capaz de producir gran cantidad de anticuerpo

— Conseguir un anticuerpo monoclonal que
sea capaz de comportarse en el diagndstico
anadlogamente a como lo hacen las preparaciones
de anticuerpos convencionales

Una vez obtenido el clon productor del anti-
cuerpo en catidades minimas que permitan al
mantenimiento del clon y su conservacién me-
diante congelacidn, se plantea el problema de

obtener al anticuerpo en cantidad Para ello,
actualmente, se pueden utilizar dos métodos:

— Cultivo celular 1n vitro del clon en grandes
cantidades El anticuerpo se acumula en el
sobrenadante del cultivo

— Inyeccidn del clon en ratones apropiados e
induccidn intraperitoneal de tumores E! anti-
cuerpo se acumula en fa sangre o en el liquido
ascitico en al cavidad peritoneal del ratdén

La Tabla 4 expone y permite la comparacidon
entre estos dos métodos principales vy el método
convencional de obtener anticuerpos En cada
método se compara el tiempo necesario para
obtener el anticuerpo, la cantidad de liquido
obtentdo, la concentracidon del anticuerpo, la
concentracion total de proteinas y la concentra-
cion de 1gG El tiempo necesario para obtener el
anticuerpo da una 1dea del coste debido al
mantenimiento de ratones o cultivos celulares
que tiene una parte importante en el coste total.
La cantidad de liquido y concentracion del anti-
cuerpo da una idea de la produccidn total que
cabe esperar

El porcentaje de proteinas que es anticuerpo
da una 1dea del factor de purificacidn necesario
para obtener el anticuerpo aislado o de las
impurezas que la preparacién va a tener El
porcentaje de 1gG que es el anticuerpo buscado
(suponiendo que es una IgG) da una idea de las
impurezas que va a tener después de purificado
con una columna de afinidad con proteina A, por
egjemplo {(Método que separa IgG). Una purifica-
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TABLA V
Ejemplos de algunos productos a diagnosticar

1 Proteinas

— Hemaglobina

— Fibrinégeno

—1lgs(M G A D E)

— Fracciones complemento

2 Anticuerpos

— Anti DNA
— Anti RNA
— Anti Tiroides
— Anti Insulina

3 Tipificacidn de Tejdos
— Histocompatibilidad

4 Enzimas

— Creatinina

— Fosfatasas

— LDH e i1soenzimas
— Amilasa

5 Hormonas

— Tiroxinas
— Cortisol
— Tetrosterona

6 Antibioticos y drogas

— Gentamicina

— Tobramicina
— Amikacina
—etc

7 Virus y bactenas

— Hepatitis
— Teponema
— Colera

— Toxoplasma

8 Tumores

— Carcinoma hepatocelular primario

— Crioglobulinas -— Albumina
— Fetoproteina — Tranferina
— Ceruloplasmina — etc

— Factor reumatoide
— Antiestrptotisina
— etc

— Grupos sanguineos

— CPK — CHE

— GLDH — Aldolasa
— LAP — Lipasa
— GT — etc

- Serotomicina — etc
— FSH

— Prolactina

— Insulina

— Rubéola
— Varicela
— Meningitis
— etc

Todos los posibles productos a diagnosticar se han clasificado en 8 categorias basadas en que los problemas y crite-
rios para diagnostico son en buena medida similares, aunque cada diagnéstico concreto tiene sus caracteristicas pe-

cuhares

ci6n total podria lograrse con una columna de
afinidad con el antigeno, pero este método no es
viable a gran escala en la mayoria de los casos.

Segln estos datos aproximados, el método
mas rapido para obtener una cantidad determina-
da de anticuerpos es la inyeccidn en ratones del
clon, siendo el méas lento el método convenclo-
na! En cuanto a cantidad del fluido y concentra-
ci6n de anticuerpos, la obtencién del liguido
ascitico en ratones inyectados con el clon es el
método que ofrece una mayor produccion Por
otra parte este es el método que tiene una menor
proporcidn de proteina e {gG contaminante y por
lo tanto produce el anticuerpo monoclonal més

puro o mas facil de purificar totalmente. En cada
caso concreto podrd convenir uno u otro método
segln cada objetivo.

Estas lineas celulares tienen deficiencias enzi-
maticas que permitiran la seleccidn posterior del
hibrido en el medio adecuado. Algunas de ellas
sintetizan y excretan al medio anticuerpos; sin
embargo, otras solo sintetizan cadenas ligeras o
incluso ninguna. (Kwan et al, 1980). Para obtener
hibridos productores de anticuerpos monoclona-
les se prefiere en principio, utilizar lineas de
mieloma que no producen cadenas de anticuerpo
ya que de esta manera las cadenas de los an-
anticuerpos deseados no se mezclan con las

65



Vol 11l/337 Inmunologika 6/82

1 LINFOCITO + HIBRIDO

- AZUCARES + AA

AMINOPTERINA

» NUCLEOTIDOS - DNA

B TIMIDINA B N 7

_______>‘
) g HIPOXANTINA et

HGPRT
4 MIELOMA

B AZUCARES + AA ; ,

AMINOPTERINA -5
= TIMIDINA » D
L HIPOXANTINA L3

Figura 10 Fundamentos de la seleccion en el medio hipoxantina-aminopterina-
timidina (HAT)

Para seleccionar la células hibridas entre células de bazo y de mieloma se
utiliza el medio HAT debido a.

— La sintesis de nucle6tidos se lleva a cabo por un camino principal,
{sintesis de novo), y por una via secundaria que rescata las bases timidina e
hipoxantina (ruta de rescate).

— La aminopterina presente en el medio HAT bloquea la sintesis de novo.
Para vivir las células requieren timidina e hipoxantina

— Las células de mieloma carecen de una enzima necesaria para la
incorporacion de la hipoxantina (HGPRT) por lo que mueren en medio HAT
La mutacién se obtiene por cultivos en medios con 8 azaguanina.

— Los linfocitos no son estables en cultivo

— Las células hibridas poseen la enzima HGPRT vy sobreviven a expensas
de la hipoxantina y timidina del medio.

cadenas que podrian ser producidas por el
mieloma. Algunas de estas lineas, pueden obte-
nerse del Cell Distribution Center at the Salk
Institute P.O. Box 1809; San Diego CA 92112
USA.

Datos de Oiy Herzenberg (1980). *Las concen-
traciones de proteinas en suero son de Putman
(1875). La concentracion de proteinas en liqui-
do ascitico datos de Hozumi y Sugiyama (1973);

Calculado segun una concentracién de suero
fetal del 15%. Datos de Kwan et al, 1980.
Orthoclone. Eisen, 1974. El porcentaje de protei-
nas que es Ac da una idea del factor de purifica-
cidon necesario para obtener el Ac aisiado. El
porcentaje de la IgG que es el Ac buscado da una
idea de las impurezas que va a tener el Ac
después de purificarla mediante una columna
con proteina A, por ejemplo una columna de
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TABLA VI
Tipos de diagnésticos en los que los anticuerpos monoclonales ofrecen ventajas técnicas

Tipificacton Antibiot Virus
Cniterios Proteinas | Anticuerpos teydos Enzimas Hormonas Drogas Bacter Tumores

Dificil Punificacion X X X X X
Manipulacton peligrosa X
Baja inmugenicidad X

Alta inmunogenicidad ‘
interespecifica X X

Productos de
catabolismo X X X

Variabilidad genetica x

Pequefias diferencias
{iIsoenzimas,
hemoblobinas) X X X

DIAGNOSTICO

Reproduci- Especth Sensibili- Lineari-
Criterios bilidad cidad dad dad

Hemolists
Precipitacion
Aglutinacion
Fyacion C
RIA

IRMA

E!A, ELISA

Inmunofluorescencia

X X X X X X

X X X X

Biototoxicidad

X X X X
x

Rosetas

x significa ventas técnicas Esto es solo indicativo para los tipos de diagndsticos En cada caso deberéa estudiarse en
detalle La evaluacion de estos criterios vanara con el antigeno-anticuerpo concreto Mientras que la reproducibi-
lidad es una ventaja de los anti-cuerpos monaclonales quizé su principal desventaja esté en lo elevado de la inversi6n
inicial para conseguir un clon Para todos los diagndsticos no es necesariamente viable utilizar anticuerpos monoclo-
nales (Coll, 1982)

TABLA VI
Ejemplos de anticuerpos monoclonales comerciales de importancia clinica (Diciembre, 1981)
Anticuerpos Diagnéstico Casas comerciales
Monoclonales contra
Linfocitos T Leucemia H. BRL M O
Antigeno la Respuesta inmune H,
Gonadotropina condnica Embarazo H M Me
TSH Funcion tiroidea H M., Me
Fetoproteina Tumores H M
Antigeno carcinoembriénico Tumores H
Ferritina Almacenamiento de hierro H,
IgE Alergias (Kit comercial)* H
Virus hepatitis Hepatitis H.
Inmunoglobulinas (IgG. IgA.
IgM, etc) Respuesta inmune BRL, S

H Hybritech, BRL, Bethesda Research Labs, M Miles Lab, Me, Medix, S Seward, O Orthoclone Aungue el namero de
anticuerpos monoclonales actuaimente disponibles comercialmente es relativamente pequefio, este nimero representa
un gran avance si se toma en consideracion lo reciente de la técnica y la gran cantidad de laboratorios y casas comer-
clales que actualmente estan trabajando en la estabilizacion de clones y en los pasos finales de la incorporacién de
anticuerpos monoclonales a kits de diagnéstico

(*JActualmente, es el Gnico kit que existe en el mercado
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Figura 11 Ensayo del anticuerpo 'y clonaje por disolucion del hibrido

Después de la seleccion de los hibridos en el medio HAT se ensaya la
presencia de anticuerpo en el sobrenadante de los cultivos Si resulta
positivo se expande el cultivo para clonarlo El clonaje consiste en
individuahzar las células de tal modo que al proliferar den una colonia,
fisicamente separada del resto Puede hacerse por dilucion limite, diluyendo
las células de tal modo que tengamos la seguridad de que la colonia
proviene de una sola célula, o bien extendiendo e inmovilizando las células
en un gel (agar nutritivo) Sobre estos cultivos se ensaya de nuevo la
presencia de anticuerpo en el medio para amplificary conservar los que sean
monoclonales y produzcan anticuerpos

antigeno daria el més alto grado de pureza del Ac, Las molégulas a detectar pueden agruparse en
pero éste método no es viable en la mayoria de las categorias expuestas en la Tabla 5. La figura
los casos. 13 esquemiatiza una estimacién preliminar del

mercado espaiol segln categorias:

4. Tipos de diagnéstico _ Proteinas

Debido a su alta especificidad y pureza, los — Anticuerpos.
anticuerpos monoclonales estdn encontrando

. ; — Tipificacién de tepdos.
multiples aplicaciones, algunas todavia por ex-

plorar. Por ejemplo, sustitucién de sueroterapias — Enzimas.
tratamiento contra tumores, investigacién basica, — Hormonas.
etc. Aqui sbélo vamos a tratar su aplicacidon a — Antibidticos vy drogas.

métodos de diagndstico clinico que podriamos
denominar extracorpéreo, es decir al reconoci- T
miento de moléculas complejas en la sangre, — lumores.

orina u otros liquidos o tejidos bioldgicos. Para la deteccién de estas categorias se utilizan

— Virus y bacterias.
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Figura 12 FEscala de tiempos completa para producir un anticuerpo monoclonal
(Datos de Or y Herzenberg. 1980)

Se han redondeado los tiempos de manera que se adapten aproximada-
mente a periodos de 1T mes El primer mes se inyectan los ratones con el
antigeno y se preparan suficiente nimero de mielomas para la fusién Una
vez efectuada ésta se procede a seleccionar los hibridos con medio HAT
durante al menos 15 dias aproximadamente En los cultivos con hibridos
mezclados se procede al ensayo de anticuerpos (entre 18 y 32 dias después
de la fusién). después tienen que pasarse a medio HT, y a medio normal (7
dias) para después amplificarlos a cultivos de 1 ml para congelacidon y
clonaje Una vez clonados y ensayados (unos 14-20 dias) se amplifican los
cultivos y se congelan o se Inyectan en ratones para su obtencidn en
cantidad lo cual tarda en comenzar unos 10-30 dias después de la primera

Inyeccion

varios métodos de diagnodstico que usan anti-
cuerpos o antisueros convencionales Los anti-
cuerpos monoclonales, principalmente debido a
la mayor garantia de regularidad en su suministro
y a su especificidad pueden ir poco a poco
sustituyendo a los convencionales en casi todos
estos métodos.

Para dar una idea de posibles aplicaciones de
los anticuerpos monoclonales en diagndstico
vamos a esquematizar brevemente algunos de

ellos Todos los métodos pueden usarse indistan-
temente para medir la concentracidn de antigeno
o anticuerpo en un fluido Practicamente, todos
los métodos en diagndstico pueden usarse:

— Directamente. utilizando la reaccion antige-
no-anticuerpo

— Indirectamente: utilizando la reaccion anti-
geno-anticuerpo-anticuerpo. Es decir usando un
segundo anticuerpo que reconoce el primer
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anticuerpo amplificando la reaccidn

Entre los métodos que se utilizan actualmente
para la diagnosis estan:

Hemolisis por activacién del complemento. Lisis
de hematies recubierto del antigeno por actua-
cién sucesiva del anticuerpo y complemento
(conjunto de proteinas sericas cuya accion en
cascada es inicliada por anticuerpos unidos a la
superficie celular y provoca ruptura) Debe de
tenerse en cuenta que sdlo ciertas clases de
anticuerpos son capaces de interaccionar con el
complemento y que al pertenecer un anticuerpo
monoclonal a una sola clase, ha de determinarse
st posee tal capacidad.

Test de fijacién de complemento. Miden la reac-
cion antigeno-anticuerpo mediante la inactividad
de complemento. El complemento libre se mide
por la hemolisis de células rojas sensibilizadas
con un antigeno y su anticuerpo.

Técnicas de aglutinacién. Formacién de agregados
visibles compuestos de particulas (hematies, la-
tex) recubiertas de antigeno y moléculas de
anticuerpo. Dada la alta capacidad especifica de
los anticuerpos monoclonales y su monoespeci-
fidad, suelen originar fenémenos de prozona a
diluciones bajas. Las reacciones de aglutinacién.,
miden la cantidad de un antigeno particulado
mediante su aglutinacidn por el anticuerpo. Los
agentes mas utiizados son bacterias, células
rojas y particulas inertes a las que se pega el
antigeno.

Técnicas de precipitacién. Formactén de comple-
jos supramoleculares antigeno-anticuerpo’ pue-
de visualizarse directamente {inmunodifusién en
medio sélido. inmunoelectroforesis) o por regis-
tro turbidométrico {nefelometria) Requiere la
presencia de al menos dos determinantes antigé-
nicos por molécula de antigeno, situacién que no
siempre se cumple en antigenos protéicos. Esto
hace que los anticuerpos monoclonales no preci-
ten con estos antigenos, situacién que puede
resolverse usando mezclas de distintos anticuer-
pos monoclonales.

Citotoxicidad. Destruccién de células diana
recubiertas de antigeno por anticuerpos en pre-
sencia de complemento (0 de cierto tipo de
linfocitos). La liberacion de substancias del inte-
rior de la célula (sales radiactivas, ATP) al medio
de incubacién es una medida del dafio celular.

Rosetas. Formacion de compiejos multicelula-
res por reaccion de células recubiertas de antige-
no y células portadoras de anticuerpo

Técnicas inmunoradiométricas. (IRMA). Método
para medir la concentracién de antigeno determi-
nado la cantidad de anticuerpo radiactivo que es

capaz de reaccionar con aque! Puede usarse un
segundo anticuerpo {no radiactivo) para fijar el
antigeno a una fase sélida (ensayo en tandem)
Este segundo anticuerpo puede ser igualmente
un anticuerpo monoclonal, pero en este caso ha
de reconocer una regidn de la molécula de
antigeno distinta a la reconocida por el primero
(radiactivo)

Técnicas de radicinmunoensayo. {RIA) Método
para medir la concentracién de un antigeno por
estudio del desplazamiento de la reaccidn entre
un anticuerpo y la molécula del antigeno marca-
da radiactivamente

Técnicas inmunoenziméticas (EIA, ELISA). Con-
ceptual 1déntico al IRMA, pero se substituye la
sonda radiactiva por un enzima, midiéndose la
reaccion antigeno-anticuerpo por la subsiguiente
interaccidén enzima-substrato

Inmunofluorescencia. Deteccidn de antigenos de
la superficie celular o intracelulares (core de
tendos) medtante anticuerpos conjugados a mo-
teculas capaces de ser detectadas por fluores-
cencia El uso de enzimas como moléculas sonda
permite el empleo de técnicas citoquimicas para
la localizacidn tisular del antigeno

La caracterizacién del anticuerpo monoclonal
obtenido comprende principalmente:

— Determinar a que clase de iInmunoglobinas
pertenece

— Determinar su purezay sl €s 0 no necesario
proceder a una purificacidn, y

— Determinar sus propiedades de reaccidon
con el antigeno

Entre los métodos que se utilizan para la
caracterizacién de anticuerpos estan:

— La inmunodifusién (identificacidn de la cla-
se de anticuerpo)

— Inmunoelectroforesis (identificacién de im-
purezas).

— Inmunoprecipitacidn (identificacién de la
clase de anticuerpo)

— Inmunoadsorcién y cromatografia de afini-
dad (punficacién).

— Electroforesis de las cadenas (determina-
cion del peso molecular, identificacién de impu-
rezas).

— Isoelectroforesis (determinacién del punto
1soelectrico, e identificacion de impurezas).

— Filtracién molecular (determinacién  del
peso molecular, identificacién de IgG)

— Radioinmunoensayos 0 enzimoinmuneen-
sayos (identificacién de impurezas).

— Cromatografia de afinidad prot A (purifica-
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Figura 13 Estimacion cualitativa del mercado espafiol segun las categorias o tipo de
sustancias a diagnosticar

Esta estimacién preliminar estd hecha teniendo en cuenta el nimero de
empresas que ofertan en Espafia kits de diagnoéstico utilizando anticuerpos
convencionales para las categorias de sustancias indicadas.
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Figura 14 Principales alternativas para la producerén y uso de dragnostico basados

en anticuerpos monoclonales

La alternativa A consiste en seguir usando los métodos convencionales
aun cuando a medio plazo van a ser desplazados por los anticuerpos

monoclonales

La alternativa B consiste en esperar a que las representaciones extranjeras
desarrollen los kits y se hagan con el mercado

Las alternativas C. D y E consisten en efectuar algo (C y D) o todo (E) el

desarrollo en Espafia

cién e identificacidn de IgM o de IgG)

— Cromatografias, precipitacién con etanol o
sulfato amdnico {purificacidn, eliminacién del
contaminante albumina)

La puesta a punto del método de diagndstico
gue se Intente sustituir o establecer Hay nume-
rosas variables que intervienen en el funciona-
miento correcto de cualquier método de diagnds-
tico. Estas variables toman distintos valores se-
gun el origen de los antisueros y con mayor
motivo segun el preparado con actividad inmu-
nolégica sea poli o monoclonal Por ejemplo, se
ha comprobado que muchos anticuerpos mono-
clonales no son capaces de precipitacidn o ésta
es més débil (fendmeno en el que se fundamen-
tan numerosos ensayos clinicos) La solucién a
este problema puede estar en la utilizacién de
mezclas de anticuerpos monoclonales o bien en
el de las variables que influyen en la puesta a
punto del método de diagndstico concreto

Entre las variables que hay que optimizar para
la puesta a punto del método de diagnéstico con

anticuerpos monoclonales estan:

— Temperatura

— Concentraciéon de sales.

— pH.

— Variables especificas del método (hemaglu-
tinacién, ELISA, inmunofluorescencia, etc)

Por ejemplo, para optimizar un ensayo por
aglutinacién se puede seguir la estrategia experi-
mental siguiente.

1. Establecimiento de un criterio objetivo y
cuantificable de la reaccién que identifique posi-
tivos y negativos. A menudo este criterio objetivo
es diferente del criterio utilizado en el ensayo
clinico que suele ser una aproximacidon visual
directa, por lo que hay que establecer equivalen-
cias entre los dos métodos de cuantificacidon del
ensayo

2. Estudio de las condiciones de minima
autoaglutinacién del agente a aglutinar para
evitar falsos positivos Se trata de investigar las
curvas de variactén de la reaccidn en funcién de
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Figura 15 Comparacidn entre la cuantificacion de IgE por el método monoclonal (M)
y el método convencional (P)

Igk. * marcado El uso de 2 anticuerpos monoclonales con distinta
especifidad, permite

— No es necesario diluir el suero problema

— Adicién simulténea de suero problema y el segundo anticuerpo
marcador

— Un solo lavado vy una sola incubacién
— Un mayor rango de linealidad en el ensayo
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Figura 16 Comparacion esquematica de la posible cuantificacion de hinfocitos By T
por anticuerpos monoclonales y convencionales

*. 0 marcajes fluorescentes con fluoresceina (amarillo-verdoso) y roda-
mina (rojo) La posibilidad de obtener anticuerpos monoclonales de
crosreactividad nula entre células T y B hace posible La determinacién
cuantitativa de su numero en un solo paso, con el mismo método y en la
misma muestra minimizando trabajo y errores que llevan consigo los
métodos tradicionales utilizando anticuerpos policlonales y la formacién de

rosetas

la temperatura, concentracién de sales, pH, con-
centracién de agente a aglutinar, etc ., y elegir las
condiciones de trabajo con minima autoaglutina-
cidn. Los agentes a aglutinar que mas se utilizan
son los eritrocitos, el latex, bacterias. etc Se trata
de eliminar la aglutinaciéon inespecifica.

3. Condiciones de minima autoaglutinacién
del agente a aglutinar sensibilizado Se trata de
investigar las variaciones mencionadas en el
punto 2, pero con el agente sensibilizado, es

decir una vez unido al anticuerpo o antigeno que
se va a utihzar para la reaccién. Se trata de
minimizar la senstbilizacidon inespecifica.

4. Condiciones de ensayo en las que existen
una maxima diferencia entre negativos y positi-
vos Se trata de investigar la influencia de la
adicidn de sueros negativos o positivos en la
reaccion. Para la interpretacidn de esta reaccion
que en definitiva es la que interesa, se utilizan los
resultados de los puntos 2 y 3, pudiéndose
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definir de esta forma las condiciones Optimas
para la realizacion del ensayo

En la Tabla 8, se esquematizan los tipos de
diagndsticos en los gue los anticuerpos mono-
clonales ofrecen ventajas técnicas, datos que son
conclusién de las Jornadas Técnicas Anticuer-
pos Monoclonales en diagnostico clinico (Coll,
1982) Las ventajas técnicas que ofrece el uso de
anticuerpos monoclonales en diagnostico pue-
den ser de distintos tipos segun afecten al
antigeno o al diagnéstico Ademads hay que tener
en cuenta la necesidad o mercado, criterio que
puede ser definitivo desde un punto de vista
comercial (Figura 13)

No todos los antigenos son igualmente venta-
josos para su diagnosis utihzando las ventajas de
los anticuerpos monoclonales Asi en principio
ofrecen ventajas aquellos antigenos de dificil
purificacion (proteinas antigenos de superficie,
enzimas, hormonas y antigenos tumorales). de
manipulacién peligrosa debido a su caracter‘
infeccioso (virus, bacterias y parésitos) de baja
inmunogenidad debido a su simtlaridad estructu-
ral a lo largo de la evolucidén (hormonas). de alta
inmunogenicidad interespecifica debido a la can-
tidad de antigenos que reconocen unas especies
en otras (antigenos de superficie en tipificacién
de tejidos y tumores), de productos de catabolis-
mo, debido a pequefias diferencias estructurales
(1soenzimas. hemogliobinas), etc

En cuanto al diagnostico per se, la utilizacion
de los anticuerpos moleculares gracias a su
reproducibilidad. garantia de suministro, homo-
geneidad, especificidad y sensibilidad ofrecen
ventajas generales para, en general, todo tipo de
diagnéstico Sin embargo, los diagnosticos que
se ven mas favorecidos por estas propiedades
son aquellos en los que hay que cuantificar, es
decirr RIA, IRMA y EIA o ELISA

La evaluacidn de estos criterios variara con el
antigeno-anticuerpo concreto Mientras que la
reproducibilidad de los anticuerpos monoclona-
les es una ventaja frente a los anticuerpos poli-
clonales, quizé su principal desventaja esté en lo
elevado de la inversion inicial {inversidn econo-
mica, de tiempo y de personal)

En cuanto al mercado es el punto mas impor-
tante desde el punto de vista comercial Lafigura
13 muestra una estimacién preliminar cualitativa
del mercado espafiol basado en el nimero de
empresas que ofertan los diagnosticos conven-
cionales Una estimacidn de las necesidades en
este campo puede obtenerse a partir de las
estadisticas de enfermedades Segun estas esti-
maciones nos muestran que en general los
diagndésticos contra virus, bacterias, parasitos y

anticuerpos son los que mas se ofertan En
concreto, las pruebas de embarazo, factor reu-
matoide y grupos sanguineos entre otros, apare-
cen como los diagnésticos simples mas util-
zados

El desarrollo actual de la técnica ha permitido
la comercializacidén de unos 50 anticuerpos
monoclonales Algunos de los mas importantes
estan sefialados en la Tabla 7 Aungue el nimero
de anticuerpos monoclonales disponibles actual-
mente es relativamente pequefio, este nimero
representa un gran avance en tan corto tiempoy
es predecible que dada la gran cantidad de
laboratorios y casas comerclales que estan traba-
jando en la estabilizacidn de clones y en los
pasos finales de la incorporacién a kits de diag-
néstico, el mercado se vea inundado de estos
productos en los préximos afios y que los
anticuerpos policlonales queden practicamente
olvidados

La Figura 14 presenta el esquema de las
principales alternativas comerciales para la pro-
duccién vy uso de los diagnodsticos basados en
anticuerpos monoclonales, asi como una estima-
ci6n de los tiempos necesarios para llegar a la
comerciahizacidn del producto

4. Fjemplos de diagnésticos basados en
anticuerpos monoclonales

Dos ejemplos concretos en los que se pueden
apreclar las ventajas concretas que ofrece el uso
de anticuerpos monoclonales son las de cuantifi-
cacidon de IgE, importante indicador de alergiasy
la cuantificacién de linfocitos By T importante en
algunos diagnésticos de leucemias

La inmunoglobulina humana IgE esta presente
en cantidades muy pequefias en el suero (Figura
156) y ademas posee caracteristicas estructurates
comunes con el resto de las inmunoglobulinas
humanas presentes en mucha mayor cantidad en
el suero Ambos factores hacen que la medida de
su cantidad en pacientes alérgicos sea dificil
Hasta ahora, las limitaciones tecnolégicas de los
anticuerpos policlonales han hecho necesario el
uso de métodos de purificacién de anti IgE desde
los correspondientes antisueros, métodos que
son caros, complejos e imperfectos Ademas de
este procesamiento, los activos convencionales
requieren un test disefiado no s6lo para medir IgE
sino timbién para compensar las deficiencias
inherentes a la fuente del anticuerpo. Por lo
tanto, los tests incluyen dilucidn de las muestras,
adiciones secuenciales de anticuerpo en fase
solida —muestra— anticuerpo marcado, varios
lavados y varios pasos de incubacién Los anti-
cuerpos monoclonales al contrario, desde el




inmunologika 6/82

Vol I1/347

procedimiento de obtencién se ajustan a las
caracteristicas del test deseado, tales como espe-
cificadad, afintdad, actividad-pH, caracteristicas
de marcado, etc. Ademas los anticuerpos mono-
clonales son reactivos de gran pureza y homoge-
veidad. Esta ventaja asegura una reproducibili-
dad intra e inter ensayo Utilizando dos anticuer-
pos monoclonales contra dos determinantes an-
tigénico distintos de la IgE se ha conseguido un
ensayo ya comercial que permite (Figura 15):

— Uso de muestras sin diluir, lo que disminuye
el trabajo y posibles errores durante el ensayo

— Adicién simultdnea de la muestra y el se-
gundo anticuerpo marcado.

— Eliminacion de un lavado y una incubacidn
minimizando trabajo y errores

— Un mayor rango de linealidad en el ensayo.

— Kit con menos reactivos y sin necesidad de
reconstruir los reactivos.

— Reactivos estables a 2-82C

Todas estas caracteristicas comparan favora-
blemente con los kits comerciales disponibles
actualmente basados en anticuerpos convencio-
nales

La identificacion y enumeracion de linfocitos T
y B se usa para diagnosticar leucemias hinfociti-
cas, linfomas y en enfermedades autoinmunes e
inmunodeficiencias. El método clasico de identi-
ficar infocitos T es la técnica de rosetas utilizan-
do eritrocitos de oveja {Figura 16). Esta técnica
es conceptualmente senciila, pero en la practica
es muy sensible a pequefias variaciones en el
ensayo y sobre todo a la fuente y estabilidad de
los eritrocitos de oveja La identificacidn de
linfocitos B se ha hecho generalmente por inmu-
nofluorescencia utilizando anticuerpos policlo-
nales cuya especifidad se ha logrado por absor-
ciones, con las limitaciones que supone este
método. La llegada de la tecnologia de los
anticuerpos monoclonales ha permitido la iden-
tificacién y enumeracion de los linfocitos T y B
dada su especificicdad Aungue todavia no total-
mente desarrollado es de esperar que pronto sea
comercial un kit de inmunofluorescencia que
permita el estudio de los linfocitos T y B simulta-
neamente y en la misma preparacion haciendo
uso de marcajes fluorescentes distintos {fluores-
ceina amarillo-verdoso y rodamina: rojo). Este
método permitird una mayor rapidez y seguridad
en estos diagndsticos (Figura 16).

6. Conclusiones

La produccidon de anticuerpos por nuevos

métodos (tecnologia de hibridomas y anticuerpos
monoclonales) es la técnica, de toda la nueva
biotecnologia, cuya aplicacion se contempla a
mas corto plazo Actualmente es la Unica que ya
tiene productos comerciales en el mercado
Estos productos se utilizan ya en diagnodstico en
hospitales y veterinaria sustituyendo a los anti-
cuerpos convencionales que se venian usando
para estos diagndsticos Ademas se estan utili-
zando para purificaciéon de proteinas y es posible
que en un futuro préximo revolucionen el trata-
miento del cancer

La técnica de produccidn de anticuerpos mo-
noclonales esta desbancando los métodos de
obtencidon de anticuerpos para uso diagnostico
Practicamente la totalidad de las casas comercia-
les que fabrican kits de diagnéstico para hospita-
les estan adquiriendo estas tecnologias

Puesto que estos productos aumentan la fiabi-
lidad de los reactivos de diagndstico clasico es
de esperar que ayuden algo més a los medios
encargados de tratar al enfermo

Por otra parte. el reciente desarrollo de estas
tecnologias hace que todavia sea posible para la
actual capacidad tecnoldégica espafiola el no
perder definitivamente este tren.
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