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EE: Enterotoxina Estafilocdcica

at _al.: "et alteri®

EBV: Virus de Epstein-Barr

ELI8A: "Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
FACS: "Fluorescence Activated Cell Sorter"
FCA: Adyuvante Incompleto de Freund
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FIA: Adyuvante Incompleto de Fraund

GAM: “Goat Anti Mouse"

HAT: Hipoxantina Aminopterina Timidina
HT: Hipoxantina Timidina

ip.: intraperitoneal

iv.: intravenoso
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RAM: “Rabbit Anti Mouse®

RIA: Radio-Inmtno-Andlisis

T88'T-1: YToxle Shock Syndrome Toxin-1"
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A, inursmssin

Al CONOCINIENTQS PREVIOS Y CONBIDERACIONES GOENERRLER

A.l.at Introducciom

En 197%, Georges Kohler y César Milstain (Premlos Nebel
de Medicina y Fiasiologfa en 1984}, entonces en el Laborato-
rio de Blologla Melaecular de Cambridge, publicaban en 1a
revinta Nature [143] una técnica gue permitia producir
cantidades jlimitadas de anticuerpor altamente especifices,

Para llegar a la descripcion de esta técenica Kohler y
Milstein se basaron en los siguientes hechos clentificos:

+ la Teoria de la Seleccidn Clonal [48)

* log estudiaos de hibridacidn celular (1c¢8]

+ ol desarrollo de las téenlcas de fusion celular {iis,
204, 128) y seleccion celular (164, 1635)

* 1a induccién artificial de plasmocitomas (4, 212) y
su posterior adaptacidn al cultivo [124])

* la demostracién da que era posaible fusionar dos
lineas celulares tumorales plasmaticas diferentes y que
egtas continuaban produciendo anticuarpos [€8] © <on
linfocitos humanos periféricos ¥y misloma de TrTatén
secretord de Ig A [237, 238)}. Aparte de otros eatudios
previos da fusidn de cédlulas de mieloma con otroa tipos
celulares [180, 208},

Una célula productora solo expresa un anticuerpo debldo
al fenomenc do la exclusisn alélica. Cuwando se fusionan dos
lineas de mieloma productoras, el hibrido obtenido es capaz
de expresar codominantemente los genes de la produccisn de
anticuerpos de ambag partes {177]. Aunque loa respectives
genes de las regiones variable y constants permanecen expre-
sados en la nlsma configuracidn cis, las cadenas ligeras y
pesadas de ambas linsas s8 mezclan formindose noléculas
hibridas {68, 170].

Por 1o tanto los hibrides reciben en hersencia, por un
lade, 1a capacidad de nmultiplicarse indefinidanente en
cultivo (propiedad cedida por la cdlula de nieloma), y por
otro da producir anticuerpes (gracias al lintfocito B). De
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enta manera conseguimes Minmartalizar® linfocitos B
secretores de los anticuerpos que en Pprincipio nos
interesan.

A.I.b; Anticuerpos monoclonales va, policlonales:

Poro con estas premisas no podemes llegar a comprender
laa enormes ventajas de leos anticuerpes monoclonales frente
a las limitaciones y problemas de la serclegla convencional,
8l no realizamos cuando menos una lave comparacieén,

Log ipounologos, Yy todes aquellos cientificos que se
Ban servido de reactives seroldgicos, se han encontrado con
una serie de dificultades que parecian insalvables, camo son
1a hetercgeneidad ¢ impredscibilidad de la respuesta inmune,
gue han frenage o) desarrcllo de muchas 4reas de la ciencia
Y }a medlcina necasitadas del uso de técnicas inmunoldgicas
[2321.

Asi, wn antigens estd formado por una amalgama da
sntidades gue estimulan al Sistepa Inmune, respondiendo éste
cofn  la produceidn de ura serie da anticuerpos especificos
pare <iertes cenponentes dal antigeno gue son llamados
determirantes antigénicos o epiteopon. [as moléculas con
epltopos wnices son raras, mientras que lo comun  son
noléculag con clentss o miles de epitopos.

Par otra parte, cada lkinfocito produce golamente un
tipo da snticuerpd tras una astimulacidén adecuada (Teoria de
1a Seleccicn Clonal de Burnet} (48), lo gque supone gue la
respussta del Sistema Insune frente a la mayor parte de los
antigeass implica ¢jentos o milea de clones de linfocitos.
Lea productos de estos clomes pueden reconocer muchos
lugares diterentas de la molécula antigénica.

A.1.c: Dasventajan de loa amticuerpos policlonales:

La cantidad v calidad de les anticuerpos obtenidos
varian de amimal a animal ismunizado & incluse de una san-
gria a otra en el mizmo animal, Cuando se ha obtenido un
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guero con alta especificidad y titulo, la naturaleza de la
{npunorrespuesta hace que el suers contenga un gran numaro
de anticuerpos distintos, diferentes unos de otres en cuanto
a su afinidad, reacciones cruzadas frente a loa antigenos, y
capacidad para agregar, precipitar o fijar el complemento
[232]1. Ademds, posee la desventaja de su impredicibilidad y
no reproductibilidad (50). oOtros factores en contra son al
gque se ragquiere grandes cantidades de antigeno pure, ¥y que
incluse con un antigeno altamente purificado se obtienan un
elevado numero de anticusrpos frente a epitopos distintos a
loa deseados Y frante a pequefios contaminantes (42, 350):
hasta en los antigencs aparentemente mias puros, existen
pequefias contaminaciones gue pueden posesr una altisima
capacidad antigénica, induciendo anticuerpos frente a estos
antigenos no deseados [111]. Por otre lade, al proceso de
inmunizacién deba ser extremadamente cuidadosa y reallzado
an un elevado numero de animales (50].

A.I.4: Ventajas de los anticuerpos monoclonales:

La propledad que define a los anticuerpos monoclonales
63 que todas las moléculas de inmuneglobulinas son idénticas
entre s{ y reaccionan exactamente igual en todo momento {50,
66). Por lo tanto son homogéneos Yy de compertamiento prede-
cible, poseen un grado de especificidad muy alte, y se
pueden obtener en cantidades virtualmente ilimitadas y de
forma indefinida (50, 66, 102, 131, 171). Es factible obte-
ner lineas celulares que preoduzcan antjicuerpos monoclonales
usando inmundgenos no purificadeos [50, 111), ya gue los
miltiples componentes de una poblacidén heterogédnea sa
resuelven al clonar. Con esta técnica se pueden producir
anticuerpos bi-especificos sintetizados por lineas celulares
obtenidas por fusidn entre hibridomas secretores de anti-
cuerpos ¥y c¢élulas B normales (tridomas) [177) o entre dos
hibridemas productores de anticuerpus (tetradomas o hibrido-
hibridomas) {132, 253%.

Segun esto, Milstein definid a los anticuerpos monoclo-
nalas como anticuerpos gquimicamente puros que pueden pro-
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ducirse a voluntad, en contraste con un antisuaro conven-
cional formado por una mezcla variable de especies quinicas,
que nanca pusde ser reproducida una vez ne agota &l material
original [176].

Asi, por definician, loz anticuerpos son monoclonales
sélo s% son mecretados por un clen, denomindndose clon a
aqualia poblacién celular gua me deriva de una 34la <dlula
[219}. Sin embaryo, on la practica es razonable decir que un
anticuarpa es soncclonal si {296]:

+ eg producido por un hibridoma que ha sido clonade con
una técnica satisfactoria

a sdla debe haber und subclasa da anticumrpa. Ko
obatanty an teoria aes peaible para una célula camblar
de oclase o subclasas, por lo qua al nenog duranta un
riemps pyaden sxistir dos subclases del mismo idiotipo
» pélo debs estar presante un tipo de cdélula. De
existir dos serd necesario reclenar, ya que aunque el
anticuerps seria monoclonal de resultar uno de los
tipos colulares no productor, su concentraclon estaria
limitada por la cantidad de célulags no secretoras
presentes

Desafortunadanente, la monoclonalidad sélo es demostra-
»la bajo una duda razonabie [296].

Mela.0t }

Fera no tedo son vantajasy en nuchos casos los anti-
¢uerpes policlonales son claraments superiores a los mwono-
clemales {245], la produccidn de anticuerpos monoclonales es
cara [14, 208] y requiere gran cantidad de tiempo {14], lonm
anticusrpos cbtenides pueden ser demasiado especiflcos (por
elample, puasden fallar en la deteccidén de algunos miembros
de un determinado grupo de noldculas, como OCUrre Con cepas
variantes de un microoxganismo) [14, 111, pusden ligarse al
epitops con baja afinidad {14], puede pertenscer al epitopo
srromec (14, 244}, aungue este se puede sSolucionar detectan—
4o hibridomas com mutaciones somitlcas, gqua producen anti-
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cuerpos manoclonales mutantes con cambios estructurales en
el sitio de union o en su region constante [para revision
ver 249), Por otro lade, los de ratdn tienen cliertos probla-
mas para su utilizacién terapéutica en el hombre [14]) ¥y
ademas les anticuerpes monoclonales en general poseen las
desventajas propias de su homogeneidad, entre las cuales
destacan sus funciones bicldgicas limitadas (por sjemplo la
IgG1 no fija el complemento, y por lo tanto no es cltotdxi-
ca) y su sensidbilidad a la ipactivacién (208],.

Parte de @stos problemas pueden evitarse por medioc de
mezclas artificiales de anticuerpos monocionales, rea)lizan-
dosa de esta manera las funciones de los sueros convenclo-
nales, con la ventaja de contar con anticuerpos monocclo-
nales, aungque en clertos casos es muy dificil que tales
mezclas funcionen [153). El llegar a obtener los apticuerpos
manoclonales deseados requlere suerte, experilencia y trabaic
duro {14].

A.II. PROCESBO A SEGUIR PARA LA OBTENCION DE ANTICUERPOS
HONOCLONALES

los pasos a realizar son senclllos, aungue laborioscs,
81 bien ningun laboratorio emplea exactamente la misma
técnica y ésta se derxiva en muchos puntos de observaclones
empiricas [l4}, la pauta a seguir es aproximadamente la
slguiente:

* Obtencién de una linea de mieloma estable

* Obtencién de linfocitos productores de anticuaerpos
especificos frente al antigeno deseads

* Fusidn mieloma/linfocito

* Seleccidn de los hibridos mielema/iinfocito

* Andlisis de los hibridos

x Clonaje de los hibridos

* Expansidn de los clones deseados con determlnacicn
de su monocleonalidad

* Produccisén del anticuerpo en grandes cantidades

* Caracterizacién del espectro de reactividad del
anticuerpo monoclonal
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A.IIZ. LINEA DE MIELOMA

A,1II.81 Problemas inlciales y caracteristicas deseables:

Iniciaimente se realizaron fusicnes con lineas de
mielona que producian cadenas ligeras y pesadas de inmunc-
globulinag, Bajo estas condiciones el hibridoma podia pro-
ducir 10 distintas moléculas de inmunoglobulina, ¥y el anti-
cusrpo especifico comprender sdélamente 1/16 del total de
inmuneglobulinas [2B4, 296]. Por lo tanto, el término mono-
wlomal es lpapropiado para describir tal mezcla de anticuer~
pea, incluso aunque la célula sea monoclonal [296].

For técnicas de saleccidn se obtuvieron lineas ce-
laiares no productoras de inmunoglobulinas proplas. No
opatanta, sq pusden desear combinaciones artificlales, con
le ecual se nacesitan mielomas productores (101]. Esto puede
ser util para la produccion de moldculas hibridas que con-
tongan dos sitics de unidn diferentes. El empleo de estos
anticuerpos biv-especificos puede ser muy util y ventajoso en
difarentes ramas de la blologia vy la medicina, como Jla
irmunoblstequinica [177), Estos anticuerpos biespecificos
peeden  consequirse al fusionar dos lineas hibridas sscreto-
ras {Bibrido~hibridomas) [253, 263] o una linea hibrida con
iiptocitas [263),

Una buenmd linea ez aquella que cumple los siquientes
requinitos [30):

* sgportar 1a preduccién de anticuarpos y ne  secretar
irmuroglebulinas propias

* tener und elavada frecuencia da formacién de hibride-
Pas

¥ peder ger clonada efectivamente y crecer con rapidez

¥ poueer parcadores bloquinicos dominantes y recesivos
ticilnenta seleccionables

* producit hibridomas con cariotipes y  fenotipos
estables
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A IXII.b; Técnicas de gelaccidn de hibridomas:

Existen diversas técnicas de seleccidn gque serviran
tras la fusion para eliminar los componentes celulares no

deseados. Estos metodos son [284):

A.IXI.b. 11t Belacaldér por ouabainar el crecimiento
celular en cultive puede ser inhibideo por la ouvabaina que es
un inhibidor especifico de la ATP-asa, responsable del
transporte activo de los iones potasio hacia el interior de
la c¢élula y de la exEraccién de loe iones sodio. La
sensibilidad de las diferentes especies celulares no es la
misma {las ceélulas de ratdn lo son menecs que las humanas).
Este fendmeno S& uso tras fusionar células de mieloma de
raten con linfocitos humancs transformados por EBV. Las
células humanas, mas sensibles, mueren en un medio selectivo
qua contenga ouabaina. También se han ssleccionado células
mutantes resistentes a la ouabaina de lineas estables usadas
para las hibridacionas.

A.IXI.b.2: Baoleccldn por aminopterina/amaetoptarinas se
han seleccionado otros mutantes haciendo crecer células en
S~azaguanina vy 6-tioguanina. Mediante 1a acclién de estas
drogaa cbtenemnos células deficlentes en la anzima
Hipoxantina-Guanina-Fosforrlbosil-Transferasa (HGPRT), pues
aguellas que ne lo son incorporan en su DNA 1la droga vy
mueren. Esta enzima estd codificada a nivel del cromoscma X
y participa en la ruta de salvamento de 1los nucledtidos
[111). Estas cédlulas HGPRT (-) moriran en presencia de
aninopterina [164, 165}, ya gue es un poderoso inhibidor de
la dihidrofolato reductasa, enzima implicada en la sintesis
del DNA celular. La via de salvamento depende de las enzimas
Timidina Quinasa y HGPRT. Por lo tanto si a la cdlula se la
provees con timidina e hipoxantina, se podri sintetlzar DHA
siempre gue ambas enzimas estén presentes, ya que si una de
ellas desapareciesa la sintesls de DNA seria imposible qua
sa produjera. Tras la fusidn ambas enzimas son aportadas por
2l linfocito.

Algunocs autores son partidarios del uso de metotrexato,

Pégina %



LS L= -

compuasto pertendciente a la fanmilia de Ja  aminopterina, a
ia cual Austityye con ventaja ya gque no es fotosensible como
agualla y sy toxicidad es mencr. Ademds, 1os hibridos se
desarrollan de manara mds rapida con 1o cual se pueden
procesar 2as tempranamente, detectandose antes los clones
peaitives [121].

18 outenrcicn de calulas HGPRT (-} as muy sencilia al
gatar codificada por un gen en el cromosoma X. Las  células
de mamifercs possan #ole un cromeosoma X activo y por 1lo
rants sdle e necgsaria yna mutacidn para obtener como
resultado la pérdida total de la anzima [11l). Los Timidina
fainasa  {(»] son pucho mas dificlles de consequir porque se
resesitan dos acontecimiantos muy raros de forma simultidnea,
y ademas nx todag las ¢élulas tioguanina resistentes son
samainlas al HAT [11)].

A.2X1.B.3r Releccidén mixtar cuando ne usan dos lineas
calulares para una fusion, as necesarlo uh nuevo sistema de
salessidn. Uma de las cdlulan madres debe ser HGPRT (-) ¥y
resigtenta a oRA ceacentracion de ouabaina. <Cuando este
pytanta 8@ fusiona ¢on otya célula sensible a la niema o
papar goncantracidn 4o ouabaina, los hibrides resultantes
BOS Capases de creder &n ol medic HAT {Hipoxantina-Aminopte-
riva-fimidina) con ouabaina. Las células no fusionadas mori-
ran por alguea de ous carencias. [148].

A.RIT.b.4: Beleecidn por azaserinat un cuarte mecanismo
%2 salecti?n oa basa an sprovechar la deficiencia en la
engima  Alenina-Fopforrvibesil-Tranaferasa (APRT} codificada
por el oromssoma 8. Cuando estas cdlulas se cultivan en un
medla  selestive ¢on  azassrima 2o inhibe la sintesis "de
™ 36 1os maclestideos purices. 13 linea celular FOX-NY
tajslada do un matante espontdnes de la linea NS-1), es un
doble mutante carente de las emzimas HGPRT y APRT. Tras
faniopar 13% o¢luiss de mieloma ¢on celulas de bazo de la
sapy da ratones Sdnr que posse wuna translocacién cromosomal
entya  le8  cromosemas 8 y 12, las células de mieloma no
Pusionadss merivan en wh medis selectivo que contenga ami-
mEgterind & alaserima. Cuande 2l medio selectivo contiene
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hipoxantina, aminopterina y adenina, los hibridomas sobrevi-
obtiena wun mayor numero de hibridomas cuande 1la
salecclon se realiza per la via APRT que cuandg se efectia
per la via HGPRT sienda tambien mias estables. Ademas, la
gelecaian par HAT pueden eliminar los hibridomas que hayan
perdide el cromosoma X esplénico gue codifica el locus

activo HCPRT {264).

ven. 5e

Agui las mezclas celulares de fusidn se cultivan en un
medio gue puede ser utilizado sdlo por las calulas APRT (+),
Esto conlleva la eliminacicn del mieloma APRT (~) no fusio-
nado y de los hibridos APRT (-} {no productores de anticuer-
pos) producidos por segregacicn del cromosoma B.12. Esta
translocacidén contlene los genes APRT y el gen de la cadena
pasada activa [264), Yya que los hibridomas que sobreviven a
la seleccidn necesariamente deben ryetener el cromosoma
esplénico que contiene el lecus active de la cadena pesada,
puesto que en este sistema los loci APRT e Ig estdn geneti-
camenta unidos,

La estabilidad genética de los hibridomas depende en
parte de la linea de mieloma usada en la fusisn., La estabi~
l1idad genética de hibridomas producidos con hibridomas o
nibrido-hibridomas, puede ser Iinterjior a los obtenidos a
partir de lineas de mieloma [216].

A.IIX.c: Lineas da raton:
Las lineas de mieloma de ratdn procedeen de la estirpa

BALB/C (284), siendo las wds usadas:

* Sp2/0-Ag 14 [241)
* X63-Ag 8.653 (1361

* F(0) [88]

* PI/NS1/1-Ag4  [142, 144)

Todas provienen del mieloma MOPC-21 y las cuatro son
HGPRT (-}. HNinguna produce inmunoglobulinas propias y todas
fusionan bien.

Todas estas 1ineas crecen bien en medioc de cultive
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RPMI-1640 0 an DMEM (Dulbecco's Modified Eagles Medium) con
el 5-1% ¥ de suero fatal bovino. La linea F{0} también puede
crecer en suero de ternera recién nacida o suerc de caballa,
aunqgue, parece ser, gue estos sueros alternativos pueden
originar cambios en algunas de las propiedades celulares
[11.

las ¢eélulas de mieloma HGPRT deficlentes se pueden
mantener en medio con @-azaguanina o f6-tioguanina [296},
pars asi realizar una meleccicn centinua contra las formas
que han revertido a positivas, Los dos subcultivos previes a
ia realizacion de la hibridacidn han de realizarse en medio
sin agante selectivo {216}, aungue &sto se puede realizar
darde un pase en medlo con estas sustanclas a intervalos dae
tienpo prudenciales.

A.11%.¢.11 Condiclones de cultivor én cuanto al cultlive
de estas lineas celulares, asi como de los hibrides obteni-~
doa, el principal problema radica en la necesidad de mante-
rar unds estrictas condiciones de aemterilidad (desde al
utillais espleade pava e} cultivo, hasta los aparatos
rechsarios para el nismo, como &3 &) caso de 1a estufa dae
m;’ [14], comd es norma general con los cultivos celularaes,

A.Ii.e.1.11 Contaminantas: entra los contaminantes
habituales d4a los cultives celulares destacan sin lugar
4 dudaz log mohes, levaduras Y micoplasmas {101}. Estos
dltimes 3om los mas peligrosts ya que su crecimiente no
orea tarbidez aparemta (1021 y son responsakles de wun
aaplio range de efectos Wwiloldgicos, blioguimicor e
inmunelégicen [244].  Mngque la payoria de los métodos
4z deteccién de micoplesmas no son fAcilmente adapta-
bles al andligis yrutinario en los laboratorios de
bmmuralogia celular, per su complejidad (244), con unas

huatas cerdiciones de trabajo, }as contaminacicnes no
dekan cgurrir.

Bl que un cultive (tahts de células de mieloma como de
hibridomasi se haya comtamipado, no quisre decir gque
e3i¥ g6 Baya perdids, ya que d)l fhocularle intraperi-
tursalnente en un ratén previimente tratade con prista-

Begenn 2



A._{ntroouce ign

noe [76] o Adyuvante Incompleto de Freund (190}, se
pueden recoger de la ascitis producida células libres
de contaminacidn, y, por supuaesta, viables., Segun
garrity et al, (103]) este sistema es preferible a la
utilizacion de antibidticos en el medic de cultive, vya
que astos tienen afectos nocivos sobre ciertos cultivos

celulares.

A.IIT.c.1.2: &8uers, problemas y altarnativas: como
hemos citado anteriormente, el medio de crecimiento
base (por ejemplo DMEM) se suplementa con un 5-15 % de
suero fetal bovino, bien con el complemente inactivado
o sin inactivar, vya gque esto no siempre es necesario
(101,

El suero es una mezcla compleja de varias proteinas y
nutrientes, algunos de los cuales pueden ser esenciales
para el crecimients celular, siendo muy dificil distin-
guir entre los efectos de los factores nutricionales no
especificos y aquellos factores requladores espacificos
[115). La composicidn exacta del suerc depende de 1la
fuente y dal lote, siendo ésta raramente constante
[266]. Por ello se debe testar cada lote de suero
[101], ya que el efecto sobre e)l crecimlento de los
hibridos a altas diluciones varia mucho de une a otro.

Una alternativa posible es la de emplear suers barato
en cultivos a gran escala y emplear Suero Fetal Bovino
(Fetal cCalf Serum) (FCS) en situacliones limite (tras
fusionar y al clomar), aungue el cambio de un suero de
buena calidad a otro peor debe realizarse de forma
gradual [111].

Muchos autores han descrito medios sin suere, capaces
de soportar tanto el crecimiento de células de mieloma
como de hibridomas, Naturalmente ninguno de estos ma~
dios es exactamente igual a otro; asi, Murakami et al.
{191) describen un medio suplementado con insulina,
transferrina, fosfoetanolamina y selenio (siende la
fosfoetanolamina el estimulante del crecimiento a una
concentracién de 200 pmolar), aungue la fosfoetanolami-
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rna se sustituye eficazmente por etanolamina a una cop-
centracien 10 veces penor (por lo que concluyeron que
#ste ultimo era el factor esencial]l. También se ha
definids un pedio totalmente libre de proteinas [60),

Tstos pedics sin suero presentan una serie de ventajas
con respecto a aguellos que si lo llevan. Se elimipan
lpa complejos efectes del sumro en los estados tempra-
ned de cracimiento de los hibridea [115), asi{ como se
familita ¢l aislamiento de los hibridos productores da
amticuerpos de interes. El suero puede inhibir la ge-
greccidn de anticuerpes monoclonales, aungue si bien la
secrecion o3 mayor en medios sin suere, el grado de
cregimlento aeg pancr [246&6). Por otra parte los medios
sim suero permiten el estudio de hibridomas productores
de anticuerpos [rente a4 1oy componentes del suero, cuya
prasencia en log medios convenclionales interfiere los
procadinientos de andlisis. Por dltimo, la purificacidn
de anticuerpos monoclonales se sinplifica con la utili-
gaeldn de medicos carentes de suero {134, 147). Incluso
la ‘terapaitica humana y las aplicaclones clinicas de
irs anticusrpos monoclonales se ven limitadas por las
irpunegioblinas  de origen animal presentes en los
wadicd con suers {166). En todo caso posee una ventaja
adizional, oual e3 la economia de estos medios, scbre
weds e Llos casos de cultive en gran escala {147}.

B.EIX.3¢ Lipsug da ratas

ia primera linea de rata utilizada fue la 210-R CY3-Agl
(4837, derivads 4o la cepa de ratas LOU. Esta linea secreta-
Ba  codesad kagpa pero ne cademas pesadas. Mis tarde se
ubtwen  una linea totalmente no productera tras fusionar la

arioreerte zitada linea oon células esplénicas de rata AQ
ST

Iwa principales estwdies en @l campo de la produccién
42 anticuenpes nenetlonales de rata han sido realizados por
el grage da Daain 139, 14, 37, 18, 33, .59., 67, 121, 223},
B exioten oilrod gTupes gue trabajan en aste campo [75}.
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A.JII.e: Lineas humanaa;

En cuante a las lineas de mieloma humanas oxisten
mayores dificultades, como es obtener lineas no secretoras
de inmunoglobulina y gue sean a la vez HGPRT negatlvas.
acros inconvenientes son el bajo grade de crecimiento y baja
fracuencia de hibridacién que presentan (50, 242), y posible
presencia de genes del virus Epstein Barr {EBV) capaces de
transformar las células B no transformadas (50). Las lineas
humanas mds usadas son la FU-266 y la RPMI-8226. No ovbstante
el encontrar una buena linea de mieloma humana tal vez sea
cuestidn de tiempo [1117.

5{ e recurre a fusionar linfocitos humanos con lineas
de mieloma de ratdén, 1os hibridemas formades segregan
principalments cromosomas humanos [50, 141, 226] lo que
implica fracuantemente un cese en la produccidn de
anticuerpos. Schwaber y Cohen [237]) fueron los primeros en
producir inmuncoglebulinas hunapas de forma continvada al
inmortalizar un linfocito humano fusionandelo con miesloma de
ratén secretor de Igh.

A.JIII.ft: Otras consideracionaes:

Como ya hemos geidalado en el apartado anterior, no sdlo
sa realizan fusicnes entre células de la misma especie, Con
células de mieloma de ratdén sa han fusionado linfocitos de
otrog origenes: bovido [114, 252), criceto [230], conejo
[291), orata {179}, rana [119]}, etc, Todas ellas tienen los
inconvenientes propies de 1los hibridomas interespecies,
principalmente la pérdida preferencial de ciertos cromoso-
mas, como ocurre en los hibridos hombre-ratén y conejo-
ratén, en los cuales e eliminan los cromosopas humancs y de
conejo [230)}, fendmeno gue no es frecuente en los hibridomas
rata-raton.

A-IV, INHMUNIZACION

Normalmente se utilizan ratones de la estirpe BALB/c¢
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singénices con las lineas habituales de mieloma. A parte de
esta razon no existe niguna otra para gue no s&  empleen
otyas estirpes de ratones {id}.

Existen tres tipos funcdsmentales de  inmunizacisn
LA

A.1I¥.a1 Inmunizacidén Min vive':

F4 la nas frecuyentenmente utilizada, aungue presenta el
inconvenienta de su habitual larga duracién (79]. Se trata
de la recogida de}l bazo de8 ratones inmunizados a log 3-4
4ia3 de la dltima inyeccién de antigeno {14]. 5Su  finalidaa
o4 la de inducir la divisidn de células B, ya que las cé-
lulas activadas recientemente (probablemente en divisidn),
se fusionan preferencialmente con respecta a las células B
nn aztivadas {5, 111].

ta eleccidn del protocolo de inmunizaclon depende del
antigens a4 wkilizar y del laboratorio. Algunas sélo aplican
wha tnyecoién de antigeno, pudiendo sey recogido el bazo 5-6
dias después do la misma.

e pueden utilizar antigenas purificados, antigenos
guinicamente modificados ¢ antigenos sintéticos. La pureza
A2} antigens es en si misma lrrelevante, pero comienza a ser
impertantd si ¢l pavarial impure da respuestas especificas
dékiles o ol metodo de ensayo no distingue entra anticuerpos
Fremte al cCoaponante espacifico y frente a las impurezas.
Adamds, hay ue tenar en cuanta Que algunos antigenos son
irsurodonimantes y dan raspuastas lnmunas incluso cuando
sl @3tAn presentes sn cantidades traza [101]).

Pars ™oChat eXperienciss bay gue elegir entre la utili-
zazidn de antigenos purificados o sin purificar, Debe decl-
Aivsn entre gastar tiempo purificendo el antigenc y obtener
Bitridonds esperifices facilmente o perder el tiempe buscan-

@3 wn hlbridema gue produzca el anticuerpo deseado de los
Sientos poaibles [14].

Eaget y Hesmatt {78] preponen la realizacién de la

g
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inmunizaclén con los complejos antigeno-anticuerpo obtenidos
al precipitar el antigeno deseado por medic de un suero
espacifico; de esta manera el antisuero convencional "puri-
fica" el antigeno. HNaturalmente, los hibridomas deben sear
analizados frente al inmunocomplejo y frente al suera,

La respuesta inmune puede mejorarse emulsichando los
antigenos en adyuvanta tales como el Complete o el Incomplae-
to de Freund. Cuande se realiza uma inmunizacidn muy larga
es conveniente dejar pericdos de reposo prolengados, obte-
niéndose asi anticuerpos de mayor afinidad (277}, La hiper-
inmunizacion es contraproducente para la obtencidén de una
alta especificidad {13, 203). No obstante la respuesta a la
inmunizacién es un procese que la mayoria de las veces es
muy dificil de controlar (79). La mayoria de los protocolos
de inmunizacién que requieren varias inoculaciones tienen an
comin upa inyeccién final que se realiza 3-4 dias antes de
proceder a la fusidén mediante la administracién intravenosa
del antigeno [284).

Sigue slendo dificil obtener hibridomas productores de
Igh especificos mediante inmunizacion [61). Sin embargo,
alguncs protocolos los geperan con cierta frecuencia [222].

Realizando la inmunizacién por via intraesplénica se
puede llevar a cabo la fusidn tan sdlo 3 dias después de la
incculacicn de una unica desis del antigenso (166, 250, 251)
con 1o que se abrevia en gran manera el periocde de pro-
duccién de anticuerpos monoclonales. La inmunizacién intra-
esplénica tlene una serie da ventajas, a parte de su corta
duracign: requiere una baja cantldad de antigeno (20 pg &
2'5%10 células), se maximiza el numero de células B especi-
ficas en el bazo por estimulacisén antigénica local, mientras
que se miniminiza la eliminacidén da antigeno en otras partes
del cuerpo (come ocurre en otras wvias da inmunizacidn)
[251]. Por este método se obtienen IgM e IgG, con mejores
resultados que por otras vias convencionales [251].

Los linfooltos humanos se obtlenen de sangre periférica
{10 linfocitos/ml, de los cuales el 20% son da tipo B} 1lo
que no es la eleccidn ideal [127), La mayoria de los anti-
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cuerpos monocleonales obtenidos slguiendo una inmunizacidn
activa en voluntarios, 1lo sen contra bacterias y virus,
aungue muchos han sido obtenidos siguiendo una infeccicn
natural o por exposicidn inadvertida frente a los inmundge-
nes [127). Por supuesto es inviable la inmunizacién econ
células cancerigenas o siempre gue los fragmentos subce-
lulares puedan transmitir la infeccion o producir una enfer-
medad neopldsica {242]. Por otro lado casi todos los hibri-
damag generades utilizande linfocitos de persenas con una
enfermedad activa, s.on productores de anticuerpos contra
células tumorales y varios autoantigenos [127).

A.IV.b: Inmunizacion vin vitrov:

Esta técnica fue aplicada por primera vez para la
produceidn de anticuerpos monoclonales por Hengartner et al.
(119). La metodologia y avances en este campo fueron recopi-
lados por Reading (216].

Este tipo de inmunizacién se realiza cultivando "in
vitro" el bazo macerado de un ratén no inmunizado durante 3-
16 dias en presencia del antigeno, Brams et _al., [40] propo-
nen la inmunizaecién con bajas cantidades de antigeno
(<1lpg/10 cel), durante un periodo de inmunizacidn ne mayor
a 9-10 dias, ya que después se produce una gran caida en la
viabilidad de los linfocitos B, Con estimulacidn de 5 dias
se obtienen hibridos productores de IgM y con 8 dias se
aumenta la secrecién de IgG {265}, Cuando se alarga el
periodo de cultivo, la densidad celular y el contenido del
medic parecen ser criticos. Si alguno de estos puntes no es
4ptimo se observa una muerte celular significativa en vez de
propagacién clenal y/o diferenclacidén de los linfocitos
estimulados [26%). También es importante la concentracidn de

antigeno para realizar una buena inmunizacidén "in vitro®
[265).

El medic que contiene suerp de mamifero (salvo el de
conejn} posee un factor inmunosupresor gque inhibe 1la
inmuncestimulacidn "in vitro" (278),
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La westimulacién in vitro tiene la ventaja de economia
en términos de tiempo [216, 265} y cantidadea de antigeno
regueride [265]. Ademds, se pueden mantener concentraciones
definidas de antigeno durante todo el periodo de inmuniza-
cion y analizar los efectos de diversas monoguinas y linfo-
quinas a concentraciones definidas y, también, as posible
tomar muestras periddicas del mismo cultivo durante al curso
da todo el experimento [216}. Por otro lado evitamos las
desventajas de la inmunizacidén "in vive®, qua pueden pro-
ducir un fallo en la misma, fallo que puede ser debide al
fenomeno de la tolerancla, a una respuesta selectiva para
uno o unos pecos de los componentes de la suspensidén inmuni-
zanta, a la baja concentracidn de las cdlulas deseadas si se
emplean bajas dosis de inmundgeno o a gue si se emplean
moléculas poco inmundgenas se deba recurrir al enmplan de
adyuvantes, Jlos cuales pueden provocar una activacidn poli-
clonal de células B [217]).

Como desventajas presenta unos bajos niveles de forma-
cion de hibridomas y la produccidén de anticuerpos monoclo-
nales casi exclusivamente de la clase IgM [265}).

La inmunizacién "In vitro" de linfocitos humancs an-
traha mas dificultades gue en ratdn [127). Quizds esto sea
debldo a gue los estudics han sido realizados usualmente con
sangre periférica, donde existe una relacidén desfavorable
entre laa células T supresoras y células B, o gue las cé-
iulas B circulantes se encuentran en una fasa en la cual sa
necesita un estimulo adlcional para inducir una activacisn
¢lonal antigeno-especifica [Borrebaeck, 1586, c¢itado en
127].

A IV.c1 Aumento de la fracuencia de adlulas B sspecificas
mediante 1la téonica denominads “Adoptive-Transfarw:

Consiste en la inoculacidn de células ds bazo de un
ratdn inmunizado, inmediatamente despuds de la dosis final
da antigeno realizado 4 dias antes de la fusidn en un ratén
irradiado subletalmente., Las células de bazo son inoculadas
por via intravenosa y ese mismo dia, o alqunos dias mas

Pigire 39



A _Intraduceidn

tarde, se inocula el antigeno intraperitonealmente (138,
145), actuando este segundo ratén come un incubador vivien-
te, slende su bazo una buena fuente de células para la
fusién [271]. Con este sistema de inmunizacicén “in vitro" se
otienen un incremento entre un 10 ¥ un 80% en el nimero de
hibridemas secretores de inmunoglobulinas especificas (95,
138].

A, Iv.a: Pusidn con células esplénicas o células de sangre
periférica sin preinmunizacidn:

Este método es valido cuando estas células se recogen
de pacientes con algin proceso patelégico. Dichas células
pueden ser fusionadas para obtener hibridos humano-humanc o
humano-ratén, No obstante se han obtenido anticuerpos mono-
clonales con un range de especificidades interesantes
enpleande linfocitos de individues sin upa previa exposicion
al inmundgeno en cuestidn o historial de enfermedad [127].

AV, FUSION

La fusién de las membranas plasmiaticas resulta en 1la
formacién de heterocariones (cuando se fusionan células de
distinto origen) u homocariones (por fusidn de células
idénticag). Por lo tanto uno o mis nicleos de cada tipo
quedaran incluides epn un citoplasma comdn. Una célula hibri-
da se forma cwando el proceso de crecimiento y divisidén se
lleva a cabo en el heterocaridn, ¥y los materiales genetices
de los dos tipos estan incluidos en un unico nuclec de 1la
célula proliferante [137]. Esta célula hibhrida es denemina-
da sincaridén {13}. No obstante, un heterocarion puede per-
manecer viable sin dividirse durante muchas semanas, siampre
que las condiciones sean favorables [285].

Ahkong et al. [2] sugieren que la fusidén celular provo-

cada par agentes quimicos exdgenos incluye dos acontecimien-
tus sucesivos:

* perturbacién de la estructura bicapa lipidica de la
menbrana, lo gque incrementa 1a fluidez de la zona
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+ la interaccion y mezecla de las moléculas lipidicas
alteradas de células adyacentes, en regiones sin las
proteinas intramembrancsas y glicoproteinas, permiten

la fusién.

La fusién es un acontecimiento rare inclusc si se
facilita con un agente externc {111). Si tras realizar ung
guspensién de aproximadamente 10 células da bazo con 10
células da mieloma no gse afade ningdin agente fusionante, tan
solo 1 de cada 10 células de bazo  hibridara as-

pentaneamente.

Las células de bazo incluyen eritrocitos, células de
te)ido conectivo, macrdfages y linfocitos B y T (88). Mourik
et _al., {187) y Mourik y Zeijlemaker [1B8) son partidarios
de separar los linfocitos del resto de las células del bazo
por centrifugacidn en gradiente de Percoll., Esto supone tan
sole 1 hora mas de trabajo extra antes de la fusidn y 1la
eficiencia de la misma y la frecuencia de hibridomas secre-
tores s& ve incrementada en comparacidn con las fusionas
realizadas con células esplénicas sin fracclonar, evitindose
ramblén el sobrecrecimiento de los hibridos por macréfagos,
fibroblastos y células P [187]). A esto se opone Fazaekas
{83}, quien no eatd a favor de separar los lLinfocitos ya que
ge trata de un manejo mds, que incrementa el rlesgo Ade
contaminacidn se ve incrementado y noe aumenta mucho la
eficacia de 1la fusidn., Otros autores optan por eliminar
eritrocites, aunque normalmente no se conaidera necesario
[111), no obstante, al eliminarlos se aumenta la frecuencia
de contacto entre linfocjitos y mieloma [296].

A.V.a3 Agentes fusionantaes:

AV.a.dt rrimeros  agentas: inicialmente [143)
realizaron experiencias utilizande como potenciador de
fusidn el virus Sendai inactivado (Virus perteneciente al
grupa de les Mixovirus).

hdemis del virus anteriormente citado, se utilizaron
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otyms agentes conc la tripsina y la lisolecitina, comprobsn-
doss en los tres casos gue no se formaban hajo su accion mas
hibridos que 198 Que aparecian espontaneamente [170].

A.V.a.3: PES: }la mayoria de lap fusiones son realizadas
bey dia Bajo la aceien dal Polisetilenglicol (PEG), ya que se
ka ooeprepade que mediante el empleo de #ste producto, se
iperementa en 100 veges el numers de hibridos formadog
[1§77. Bl PES es wun poderoso deshidratante cuya accidn
probakiements £3 debida a que en ausencia de agua libre la
bicapa liptdica de la membrana celular se desorganiza,
sianda &l pesuwltado final del procemo el intercambio de
natarial entre des células. A medida que se rehidrata lag
etlulan  adoptam la  forma esfevica por ser esta la mig
eatalie. %1 problema estriba en que sl la penetracién de
diguido sl imterier de la cdlula a4y demasiade rapida, la
waduld e rempe. Por 1o tante, se considera gue la verdadera
tusion  me corvespende al FEG sino a la rehidratacién consi-
gaiants {171}, Elegir ol pretocole de rehidratacidn adecuado
s impraEastisinme paxa ebtoner un porcentaje da fusion alto,

Bl FES es téxlen para lss células, por lo gue ea funda-
metzad ol alegir la congentracion éptima de PEG y su  Peso
adeoutar, ast como ol tienpo de exposicién de lag cdlulas
fEgmte A aste agente., Adends las condicicnes de la técnica
Wt hyh ke Ao unes lotes de 2dlulas y PES a otros (1Y,
188, 311}, En lo gee comclerme al tienmpo de exposicion, te
Be obeeyveds {4ue o1 dste es gorto (45 segundos a 37°'C}
fegpibs 2 ls Besela fusiecnante (5 ml de PEG 1450, 0.5 de
Uimantl Sulfdwidsn v 4.9 de ¥BS pH7.0), B8 incrementa en 5
wrged ok wminern do hibrides producidos usando 5pas/0, y en 30
wr @l emgy de la limea FOX-NY [158]1. Un tiempo de exposicién
lazger. e adle no ieovesenta la eticiencia de la  fuaidn,
finy ges la dismizaye, tal wvez debido a que bajo la
Prerenaia del Tustgenmo las ¢dluwlas fusicnan rapidamente, cen
b e espodivicnes mds largas sdle sirven para incrementar
e afedatss oitotixizes del mismo sobre los hibridomas re-
akde Buamados 1517

o goppmptracidn dptina de PO o3 del 30 a 50% (a mayor
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concentracion mayor toxicidad y si es muy baja la frecuencia
de la fusi¢n se ve muy dismipuidaj, mientras gue el paso
molecular depende de la técnica empleada [284]. Otro facteor
importante en la obtencidn del maximo numero de hibrides es
el pH de la solucién de PEG {240]). El maximo mimeroc de
clones se obtiene cuando el pH oscila entre 8.0 y 8,2 {240,

2847,

El PEG se puede contaminar can aldehidos téxicos debido
casi siempre a un mal almacenamiento., El sistema clisico de
agterilizacien de la solucidén de PEG por autoclave puede
incrementar los niveles de aldehidos, mientras que la este-
rilizacion por filtracidn aumenta marcadamente los resulta-
dos de la fusién [130).

Ademds de todos los factores anteriormente citados se
han estudiado otros que influyen negativamente en la accidén
del PEG. Mateo et al. [17)) hacen una relacien de ellos.

A,V.,a,3:1 PEG + DMBO; algunas veces, como ya s& ha
citade anteriormente, se afade Dimetilsulfdxido (DMSO) a la
solucién de PEG, comportdndose éste como agente fusionante
cuando el periodo de incubacién es largo, pere ne cuando
este es corto, Fazekas y Schelidegger [%1) no observan wun
aumente en 8l numerc de hibridos al afadir este producto a
la mezcla fusionante, aungue es adecuada su presencia si la
rehldratacion posterior a la fusidédn se realiza de forma
excesivamente rdpida, ya gque el DMSO protege a las cdlulas
de los dafios osméticos producidos por el PEG.

No obstante, estos ndtodos cldsices de fusidn, poseen
una serie de desventajas, camo son:

* las condiciones afisloldgicas en que se produce
pueden influir negativamente en la viabilidad de 1las
células fusionadas [284]

* las sustancias o virus empleados como promotores de
la fusidn pueden crear cambios irreversibles en 1la
membrana [294)

* el rendimiento de hibridos de alta especificidad es
normalmente muy bajo [1l, 167]
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» las metodos de fusion no estan estandarizades y gon
eptinizados por el meétodo de la prueba y el error
{294].

».%.b3 Tlsctrofusiont

fimperman et al. [294) han descrito un método da tusidn
totalmente diferente al hasta ahora explicado. Se trata de
imducir J)a fusién bajo un campo eléctrico, hecho que pro-
poreiona la ventaja de que la fusidn se realiza exclusiva~
nemta bajo condiciones fisjcldgicas.

81 lag membranas celulares o mebranas artificiales
lipidicas son expuestas a un campo pulsatil de suficiente
fuerza {0.5~7 Xkilovatios/cm) y corta duracion (de nano a
aferoseyundss), se produce ©n jas nismas una rotura Jocal
[3%3, 294, 29%], asociada a una alteraclon sen la membrana de
12 gelula [394], y surge unA fusidn en la zoha da contacto
amkya dpp células [294]. Esta tecnica consta de dom  pases
fundamentales:

% laz membranas de las células a fusionar se aproximan
jper eleatroforesis

¥ ioa  agragados  resultantes s& fusionan por Totura
elactrica

&hrag  vartajas deo este nétodo son el poder seguir el
peosese de  ia fusién bajo el microscopio, con lo que len
hibridea resgltantes pueden sor Pdclilmente identiflicados,
bhenda, empleandd asta téenica, ol uso de lineas de nieloma
fefigientes deia dn ter necesario {284).

Este método puede hacersé mids oficaz, como veremcs en
e} apartade sigalente,

AT.o Puaide selastioms

Adunys de) métede eléctricn, se ha descrito otro siste-
= opus evita la fusién no selestiva, como ocurre convenclo~
malpente. Ask, ouando e emplean técnicas tradicionales,
imciuse pale  wendicliones dptimas, ol porcentaje final de

g
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nibrides secretores de anticuerpos deseados es normalmente
bajo {11). Tedricamente, esto se puede evitar uniendoe las
células de mieloma con los linfocitos secretores de anti-
cuerpos especificos interponiendo antigeno entre ambas cé-
julas. Este métcdo ha sido descrito por Bankert et _al. [11],
y consiste en incorporar a la membrana de las células de
mieloma el antigeno, empleando un lipopolisacirido sintéti-
coe. El porcentaje da hibridomas antigeno especificos es més
alto que el observado con las técnlicas habituales de fusidn
{12-26 % mas) [11). Este método puede ser combinade o no con

@l empleoc de PEG [11).

Lo et al. [167] han denmostrado que la electrefusidn
mieloma~linfocito puede restringirse selectivamente para
incluir sdlo esplenocitos activados portadores de inmunoglo-
bulinas de superficie. Asi el antigeno ligado covalentemente
a la avidina se une a las inmuncglobulinas de superficie gque
poseen las células B. Este complejo célula B-Ag-Avidina se
unird a la biotina gue ha sido previamente ligada de forma
covalente a la superficie de las células de mieloma. Por
este método, todos los hibridomas secretan anticuerpos con
alta afinidad por el Inmunégeno. Sin embargo, dos aspectos
impiden su uso pleno: las cantidades de antigeno unidos
covalentamente a la avidina deben ser limitadas, vy la modi-
ticacién covalente de la avidina altera sus propliedades de
unidn a la biotina, debiende aislarse los complejos inmuna-
genc-avidina activos medlante cromatografia imino-biotina
(290].

Wojchowski y Sytkawski [290] desecriben un método que
obvia la necesidad de una modificacién covalente de 1la
avidina, uniendo la biotina al inmunégenc y al mieloma.

A.VI. BELECCION DE LOS HIBRIDOS KIELOMA=LINFOCITO

Tras la realizacién de la fusicn tenemos una poblacidn
celular muy variada, dentro de la cual encontraremos:

* células de mieloma no rusionadas
* células de bazo no fusionadas

DPDhmtme 93C




» rugiones mieloma-nieloma

+ fugiones llnfocito-linfocite

» hitrides nielemar~linfocito, con dog aubpoklaciones
(una de ells secretora de anticuerpos de interés para
rosptros ¥ oLlfa no secretora de diches antjcuerpes

+ mbridss mieloma-racrofage; se trata de una poblatcién
may peligrosa ya que secretan una serie de sustanciaa
gua provecan supresion en la produccien de  anticverpes
[392].

wada mas realizar la fusioén, las células se cultivan en
wr  madip seleetivo enriguecido con un promotor de  ¢reci-~
aientn (444] o sin é}. Las poblaciones de cdélulas de nieloma
m  fwesisnadag  seran alimipadas por la accion del medio
weiestive Aebida & su carencia enzimdtica. La poblacidn de
Linfazites ro Pusionados y la de linfogito~linfocito moriran
wras 7+19 dilag da cultiva "in vitrae®. Por iiltime, los hibri-
#og mislema-linfocite  sobreviviran ya que el  linfocito
aparta of epzima necosarie para la ruta de salvamento de les
g § o4 [da,

furante 1a  incubacién do los hibrides deben evitarse
fhentadeiones de pH y tomperatura, altudndose las placas en
el imesdadsr e antes posible. Una vez allf, la puerta de la
estufa  ng dehe ser abierta al menos en dog dias, ya que
plguler  Apertera ocasienal de la mispa durante aste
wegiade  retrasa el crecimients [284).  Asi, nge  es
warisfartorls wtilizar un incubador con miltiplas funciones
¥ e we abra freoiestesente, ya que )a temparatura, y sobre
vl 13 eankidad de mz, vartan de forma brusca.

Bi posponer 14 adicion de HAT a las 24 horao siquientes
& 12 funiem ro hate sino prodeucir wun dano importants a  las
#dinles.  Estm apreciacitn ha sido realizada por Westerwoudt
La%4; v Yasexaw y Bcheidegger [91) y Fazekas [88]. Fazekas
(820 opiah gue tampece e efactive el aumentar  1a
raRbertEazids da sminopterica poco a poco, sino gue se debe
BPSFTIT |s ComcentEac|sn dafinitiva de una sdla vez.

#asherwiudt g% al., (287} describen las condiciones

Hengnty By




A. introchxricn

¢ptimas para ia formacidn de hibridomas en cuanto al nimero
de células de bazo utilizadas en la fusién, haciendo notar
que el numerc de hibridomas formade parece depender
principalmente del numerc de ceélulas de bazo viables. Barald
[22) y Fazekas |[BE) proponen una rcelacién

y Wessekls
(10:1), aunque si la cantidad de mieloma

pazo/mieloma
disponible es menor a 10 , Barald y Wessells [12] proponen

una “minifusion™ (variande los volimenes y el tiempo de
exposicidn frente al PEG}. No obstante para Goding [111] no
es importante una relacion precisa entre bazo y mieloma.

A.VII. ANALISEIS DE LOS HIBRIDOS QRTENIDOB

§i se comparan las frecuencias entre el nuimero de
hibridomas ¥y el numero de hibridos productores de anti-
cuerpos, &e ha calculado que hay aproximadamenta un pro-
ductor por cada diez no productores, y uno de cada siete
hibridomas productores produce anticuerpos especificos
{287). Se encuentra un mayor numers de clones sacretores si
se emplean bajas dansidades de células, siendo lo ideal que
no aparezca mas de un clon por pocillo [11613.

El andlisis de los hibridomas indica que al menos el 40
t de los clones productores de anticuerpos desaparecen du-
rante las primeras )} semanas, ademds, los hibridomas pro-
ductores pueden verse enmascarados por el sobrecrecimiento
de los hibridos no preoductores [Ll11l], aunque algunos autores
muestran su desacuerdo en este punto [116, 2873. Sin
embargo, los productos de la fusidn son ilnestables en si
mismos, ya que =i una célula dipleide de ratén poses 40
cromoscmas, €l nucleo formado por la unién de dos cdé&lulas
tendrd 80 cromosomas, perdiendo algunos de ellos en 1los
primeros dias, no siendo dicha pérdida preferencial [296).
Esta eliminacién de cromosomas no es un acontecimiento debi-
do exclusivamente a la utilizacién de células de distinta
especie, sino que también depende en gran manera de las
lineas empleadas, independientemente de su origen ({285],

La jinestabilidad de los hibridos se cree que es debida
a2 un acdmulo de células portadaras del genoma de la célula



cumoral con sole  parte de les  cromosomas  del  linfocite
13371, Be ghatanta, [AYSCE ST gue tras un pariodn inicial
Aq isestabilidad, los hibridos rateon x raton (no los ipter-
espesia)  ee  Baven tan estables como al wnieloma del cual
precedsn  [102]. Sin oabarga o2 realista gsperar que el 50«
12) da tedos los pocillos gque inicialmente eran positivos
pierdan  la preduccisn  [111]. loes clones  individuales
musstran estabilidades mey diferentes. los HIGKE (loa que
gacretan 1ag cuatro ¢lases de cadenas de Ig} parecen ser
menss edtables [100].

Teniendy en cuenta todo esto, deducimos la necesidad de
wn metads sessilleo y flakle que nom facilite el laborioso
prosesn Ml ardlisis periedico de loa hibrides, va que es
La lkewe 241 éxite de la produccién de hibridomas y la parte
g8 onsdd A2 tiempo {111]. El ensayc deabe ser sensible,
vopyodusible, especifiees, rdpide y adaptable a su
wWiilizeoidn en grah cagala [193),

Ha todag lod ensayos son divectamente aplicables a  los
ank o rpos monsclenales por dos razones [101]:

v la copcentracion de antiguerpos mencclonal en el
guitfve tisular s mucho pdm baja que en un  suero
nipasiemune

t fes lmpuncemsayes tradicienales reguleven frecuente-
#antfd al recynoeimiente polivalente da antigeno.

Temberds e2%s en consideracion es posible adaptar
2l gier ippundangaya para datectar anticuarpoz
pomeg beaales  blem  en el medls de cultive o en el
aiareambients gue redea a la célula.

En  un prirgipio la técnica utilizada se basaba en la
Bukmanién d8 placas hemolitleas, tratando de detectar
saticuespen en ol micrsambiente de células aisladas o clones
dae greded en nedin senisdlide dends los  anticuerpos se
#hfudon may despacio {142, 143). Eeta téepica tiene varias
dimitacionss ens S0 la variacidn en la susceptibilidad de
i eritrecites chbdeto de la lisjs y las dificultades
asoolades 4 la comlugacien de los antigenps a dichos
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eritrocites [239, 296). Gronowicz et al., [113] proponsn una
modificacion de la placa hemolitica empleando proteina A
unida a eritrocitos. Bankert et al. [10] realizan una prueba
trasladando 2 pl de scobrenadante de cultive de

hemolitica
108 hibridomas que se hayan creciende en medlic liquido a una

placa de agarosa con eritrocitos, detectando de esta forma
pequeiisimas cantidades de anticuerpos.

Hoy en dia, las técnicas mas frecuentemente empleadas
ge basan en la observacidén de Catt y Tregear [55) de que las
proteinas se unen estrechamente a las superficies pldsticas.
ta facilidad econ que la mayoria de los antigenos solublas
pueden sar insolubilizades por 1la aimple absorcién al
plastico de placas de 96 pocillos ha hecho muy populares
estos métodos [200], aungue el andlisis en fase sélida puede
acasionar falsos negativos si el determinante antigénico se
altera en el proceso de adherencia al pldstice [178].

los sistemas de deteccion mads cominmente empleados son
ELISA, RIA e inmunofluorescencia. Los dos primeros son
sensibles pero requieren sucesivos tapizados de cada pocille
con antigens, scobranadants del cultivo y segundo anticuerpo
marcado, con enzima en el case del ELISA [233), siendo mas
sansible y especifico el ELISA doble “sandwich" cue el
"sandwich" para la deteccidén de anticuerpos monoclonales
{186 ,193).

La deteccion de anticuerpos mnonoclonales frente a
proteinas asociadas a membrana presenta un preblema
espacial debido a los efectos sufarctantes de los
detergentas no-idnicos usados para solubllizar los antigenos
de membrana, que pueden retardar o impedir la unidn proteica
a los pocillos de poliestirenc {85, 200). Adem&s, los
pracesos de extraccidén o fijacién no sdle exponen loas
antigenos intracelulares sinc gue tamblén pueden alterar 1a
configuracion estructural de los antigenos de membrana. De
esta forma, es posible que los anticuerpes mohoclonales
construides con la configuracion "in vive" con células
completas vivas, puedan no reconocer La alterada en el
andlisis-"in vitro" (261]. Sa han descrito diversas tipos de
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BLIBA SAenticados A enlos antigencs pand aolubtles (8%, 200,
401

7a Bawmes  sefalsts  antarisrmants gue al RIA es una
Tgenina myy sapleada en Ia detecoion de hibridenas
prudscteoy®s,  Awnin  potes 14 gran desventaja de la corca
sidn media S8 loa productss  parzadoag, aparte e la
cuppla) idad  inharsetd al maneio de sustandias  radisctivas,
Fwenanan af 9l. [44], domparan esta Ldchica Con una variante
Ae ELISA pee utlliza preteira A, la cual, a parte de no
preear ias desventalas del RIA y peseer las del ELISA,
peraite @) vapizade son una bala cantidad de  antigeno ain
e veduoeisn aparentie dw la sengibllidag, incrementandose
ademas  da vernatilidad del sistema, ya gue pueds ser
whilieads oon Mibridermas preparades oon células de  diversas
aapes ied.  Bo obstamte, e] enples d¢ protaipa A en cudlquier
ibmmhaanndyd  tierne al  gran incomvenients de  unirse wmuy
pobarepanta a cieyias Ig de ravon [86].

A.VIRE, CLOEAOTION

Ha ase pmede garantizar  due aungue  Kras  la  fusidn
agaresea woak Gniga oalonia en un deternimado pocillo, dsta
sex pencolonal. Cuandd hay des eolonias y se intenta retirar
mpideeivaamente wit da ellias, puesde produdirse una mescla de
weluken. Adends, es renesaYia evitar el sobrecrecimiento de
ealinisg  irpelevantes que  Llmpidan ¢l desarrello de las
walemiag provedentes Ao hibridss secretores, cuyo desarrollo
siemgve o8 nds lemtn. Es por lo tante esencial clonar todos
Lo wnltives [i47.

A.VITE.ex Glomashen por dilusien limite

Bl sistess de glomacidn vds enpleado oo el do la D~
Sugitm Limite. % lLieva a ¢abo realizando diluciones seria-
das ®q jas oolenias ea plagas de 96 pocilles. Algunos
Futeres realizan estas filuciomes en BAT [14] para, de esta
sarswa, elininar la parts de la poblacion gque haya reverti-
Fo. Wres, sin embarge, vealizan esta operacion en medis HT

Fggeng TR
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(202, 291].

Gagnon Yy Raymond [99) describen wuna clonacisén por
transferencia de una sdla célula, método ¢gue posee la venta-
ja de permitir clonar eficazmente una gran cantidad de
eé&lulas, confirmdndose la transferencia de una udnica célula
microscdpicamente, evitando el solapamienteo de colonias.
Esta técnica requiere un equipo sencillo, pero por contra

exige un elevado manejo.

Este proceso de clonaje debe ser repetido al menos 2
vaces mds, dispensando upa tnica célula por pocillo y
calculando 1a probabilidad de gque la colconia se derive de
una soéla celula por la férmula de Poisson (14, 62, &3, 162).
No chstante, en la practica, estas presunciones estadisticas
noe permiten asegurar la generacién de anticuerpos monoclo-
nales ([99%, 101). Es mds, sin una detallada inspeccidn
visual, es muy dificil asegurar la monoclonalidad (le gque
implica mucho trabajo) por mads que se aumente el nimero de
pascs de dilucidn limite y se realicen cdlculos estadisticos
[162). Se ha descrito, ademds, gue subclones de hibridos
aparantemente estables son heterogéneos con respecto a la
cantidad de Ig producida [292].

A.VIXII.n.1l! Células "Feeder Layer": para evitar la
toxicidad del pldstico, que puede inhibir el crecimiento de
los hibridos trasplantados, se utilizan las denoninadas
cdlulas "Feeder Layer”, gque se afiaden a los pocillos
(también se afaden al emplacar la fusidn). Estas células
también cumplen la funcidn de eliminar los detritus de los
hibridos y las células muertas gue inevitablemente aparecen
al afadix HAT (88, 91, 16%), En cualquier caso el empleoc de
estas células nada mis realizarse la fusidn o en la clonaw-
eidn, es un factor importante para favorecar e) crecimiento
de los hibridomas (423].

Estas células pueden tener diversos origenes: células
de bazo [14, 296], timocitos (5, 74, 202] o células peri-
toneales [119). Yarmush et al. [291) consideran que la adi-
cidn de estas células no es necesaria, opinién que comparten
Zola y Breoks [296) siempre que las condiciones del experi-
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mento sean ideales. El mecanismo de su actuacicén no es del
todo conocide [161, 169], aungue debe ser a causa del aporte
da clertos factores solubles [9]. Lernhardt et al. ([161]
demostraron gue el afecto beneficioso de estas células no
depende de la mera accion del numero.

A.VIIZ,n,2: Factores solubles: la iniciacidon y el
manteniniento de los cultivos se simplifica si las células
"Feeder Layer" son sustituidas por factores solubles. Asi se
evitan problemas como el solapamiento de los hibrides en
dasarrolle por macrdfagos activados, hecho que puede pro-
ducirse bajo clertas circunstancias [280, 296]. Mediante el
empleo de estos factores se logra que los hibridomas estén
1ibres de células contaminantes [{9) y se evita una posible
fuente de contamipacidén micrebiana [214].

Se han descrito un gran numerc da factores solubles que
sustituyen eficazmente a las cédlulas "feeder": Sobrenadante
de cultivo Endotelial Humano (9, 286], Suero de Corddn
Umbilical Humano  [286], Acido Carboxietil Gamma-
Aminobutirico [56], Medio Condicionado de Timocitos [162,
265, 280), Lipoproteinas de Baja Densidad de Plasma Humano
[169]), Lipopolisacdrides derivados de la pared celular de
varias cepas de Escherichia coll (285} y sobrenadante de
cultive de macrdfagos {285].

A VIII.b: Clonacidn en medio semisdlide:

Otre método empleado es la clonacidén en agar blando.
Los hibridos se cultivan en un medio semisdlido, normalmente
bicapa, a base de agar, agarosa, etec., Y otros componentes
que permiten el desarrollo de las células. Una vez preparado
el agar estéril, se debe examinar su capacidad para permitir
el crecinlento de los clones, generalmente con <células
mielomatosas [76]. Em cuanto los clones son visibles, se
recogen individuaimente y se traspasan a una placa de 96
pocilles, con medio liguide donde se podra poner en
evidencia la produccién de anticuerpos [7§, 171'].

bavis (73] y Davis ef al. (74} describen un métoda de
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clonaje en metil celulosa inmediatamente posterlor a 1la
fusion, que evita la rutina da los reclonajes, aunque Gagnen
¥y Raymond [98] opinan que clonar an soportes semi-adlidos
presanta cope inconveniente el dificilmente svitable solapa-
niente de colonlas. Ademis, pusds producir un dafoe tdrmice a
1o hibridomas [57) y no asagura la moncclonalidad al no
naber ningun modo para confirmar si la colonia ha side
originada por una o mids ceélulas [J4).

¥l clonar por dilucidén limite tiene la venta)a de que
el an#lisis se puede realizar directamente, mientras que en
agar o8 necesarlo pasar previamente a medic liquido [111},
necho dificil en ciertos casos (57], aungue en muchas oca-
siones las colonlas preductoras pueden ser identificadas por
técnicas hemoliticas [144].

A VIIXI.e: FACE!

E)l método de clonacidn mas reciente es el qua emplea al
FACS ("Fluorescence Activated Cell Sorter”), que estd basado
en la separacidn de células por la fluorescencia aspeciflca
que presentan al producir un determinade anticuerpe tras
afadir un conjugadoe de antigeno e isoticcionato de
fluoresceina a la suspension celular. Las células secratoras
son depositadas a continuacidn sebre el pocille adecuado de
la placa de cultive de forma automdtica; con lo que se clona
y se selecciona a la vez [296]. Esta técnica se emplea, por
ejemplo, en la seleccidn de hibridos secretores de
anticuerpos biespecificos [132].

A.IX. EXPANSION DE L0O8 CLONES Y PRODUCCION DE GRANDES
CANTIDADES DE ANTICUEBRPOR

A.IX.a: Expansidn:

Una vez realizado el proceso anterior, los clonas son
trasladados a cantidades creclientes de medlo [76)., De las
placas de 96 pocillos se pasa a las de 24 y da estas a
botellas-de cultivo tisular cada vez de mayor tamafio,
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3.1X.3.3y Inestabilidad de los hibrides: al grado da
mortalidad de ios hibridos es néxiao durante los dos prime~
¥ea pases, cuanda todavia san gendticamente inestables ()0~
sy % de poytalidiadi, delands muchos de elles de secretar o
mirienda. tras clemaw, ©o obatante, mas del 95 % de lan
zelyias permapecan estables y ¥iakles durante varion pases
itres 4 malsy [761. En cuante a la sstabilidad de les hibri-
demas ef mYlTivo centinus hay discrepancia  de oplniones:
asi, uwros dan ura eastabilidad de tres mases {30 pases)
71181, miertyas gua obtros han hallado que la estabilidad se
alarga en Ia mayeria de lea casnas hasta log cuatro o  geis
pasgs (3371, En cualguier caso, la estabilidad de leos hibri-
Asnad deperds eft pATLe d2 la lirea de mieloma empleada on la
Cualdn 2167,

A.TX.58.3% £riocenpervacidn: por tiodo eute, eg necessrie
reagelar loa hibrides de interds lo mde rdpidamente posible.
£l medin de comgelacion se prepara a base de DHS0 y  Suero
Fatal Bwvire (14, 4831 o bier con OMES y una mezcla de Suera
v BEM {74]. En tade gasn, la concentracidn [inal da DX3IO
Asire oer Al 108 [I4, Y6, 17X, 202).

AIX.H.2.4F Condicleones ds womgelacidn: la cantidad de
edlalag  a vongslar por vial eocila entre 1x10 y 1xie
eefulaarml. (76, 302], anngue @1 nidzero N9 €3 un
fastor  orities  [IM1).  Tras adadir la suspenzidn
chlulas-medic da congelacion al vial estdril, este debe
#o¥  inpediatamente copgelado. La ndxima viabilidad
aeiziar ze ebtiers bajando la temperatura 1'C por
ity hasta los ~7@"C & -90 °"C [140) ¥ luego intro-
oz bendn ok vial en Witrégens Ligquide. Inh vel de bajar
s tewperatura copiroladanente 1°C peor ninuteo 59 pueden
#aiar  Jea viales 24 h ea un arcdm cengelador de =70°C
{6, M7 2 ewmetaerlos durante aste tismpo A los va-
prrea  da  Nltrdgems Liguids [192) pars pds  tarda eh
s wases, Introdusirles em la fase liguida, o bien
realisar anbos predesss sepdidos antes de pasar a 1A
fomn liguida (i€,

in  desoongelaciin ze realiza ea wn wafo de agua a 17"

aya W
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¢, siando luego rapidamente centrifugado y resuspendido
el spedimento an medic normal de cultive (DMEM mds
puero). De esta forma pas del 50% de las células #on
viables [14). Inclusc congelandc exclusivamente en un
arcon congelador a -70°C durante 28 dias se pueden
recogar hibridomas viables, aungue en este caso puade
haber lotes con una viabilidad muy baja ([14], aunque
Bartal y Hirshaut [13) dsscriben congelaciones de meses
o afhos con lotes viables.

Todo este proceso es idéntico a la hora da congalar
cdlulas de mieloma, punto importantae para poseer un
remanante de cdlulas (al igual qua de hibridos) aen
prevision de posibles contaminaciones o accidentes en
el cultivo normal.

A.IX.a.2.21 Crlosonmervacién en mioxoplaca: Wells ¥
Bibb (281} y Wells y Price [282] dascriben un método
de congelacidén da hibridomas directamante en micropla-
cas de cultivo da 96 poclillos ohteniendo de esta manera
una supervivencia del 95-100 % de los hibridos tras
descongelar {congelan primerc & ~70°C ¥y luego transflae-
ren las placas a nitrdgeno liquide). Patel y Brown
{207) simplifican este método congelando sdlo & -70'C
con un limite de almacenamiento de & neses.

A.TX.bt Producoidn en qran ascala;

Existen dos métodos para reallzar este proceso:

# cultivo normal de los hibridoa
*» jnoculacién de dichos hibrideos en ratén, provocando
de asta manera la aparicidn de un tumor ascitice

Con el primer slstema la concentracién de anticuerpos
obtenida es ralativamente pobre (1-20 pg/mi} {102, 171,
202},  mientras que en la ascitis es mucho mayor (mil veces
nas: 10-50 mg/ml) {171}, aungue las concentraciones de Igh
suelen sar mucho menores {11}). Sin embargo 0i y Herzenbarg
{202) y Galfré et al. ([102] hallan concentraciones menores
de anticuerpos monoclonales en ascitis (1-20 mg/ml), siendo
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an  wealpiier ase wn medie aencille para  obtener pequefios
wolupasas £a AR icuarpas relativaments concentrados [279).

1A gonsentranifdm del anticusrpd monocional en cultive
paeie auzsatarsa oone lderaklemante 5l no se roalimentan los
caltivea 8o hibridomas, incluss owands el cTecimiento cesa o
dessparees, ¥ %edavia mis si los Cultivos se  incuban en
pmameisn (337, ¥3 de  destacar gue con  aste sistema la
wppeeptracitn  del asticuerps ronoclonal aumenta a  partir
asl  Aia 15, swands practicamente el 100% de las células
Gotis  maeriad, incresenténdose paralelamente la  actividad
#al asdlowarps, gue nd parece varsas afectade por la pragumi-
Bla aoridn da proteasas celuldres,

AIX.B.17 Medie de cultive vs. aseitiss la ventaja de
13 pwedessicn de ankisuerpos mpnpclenhales "in vitro" radica
e gt 28 fagilita em grah manera sa purificacieén al ser las
gndsas  inpuseglabulinas  de raten o rata presantes en el
ndla da eultive, reguirisnd? esta técnica, por otro lado,
wn opshe mey Baji en aparatos y una atencidn casi nula [16).

Por el samtrarle, la preparacion de anticuerpos wmono-
airzales darivada de hibridemas propagados "in vivo' se
mREeRnlld oun ek problema de qua contienen una gran variedad
A proateinas da ratde [49, 194, 2719], siendo la concentra-
okdn  de las ismwnegiviualinas contaminantes mas del 10%  del
tatas die iremeoglokulinas {2751, niemtras que la propagacisn
fla witra” ofrece mejures pesibilidades para obtener prepa-
radionds  da antidesrpos mepscionales librea de  inmunoglo-
Buallnas J8 ratim {rrelevantes [49), Desafortunadamente las
simepnirationes  ohtenidas son muchy menores quée "in  vive®
TRV

Ao RN B2t Producolén en  euwltive continuo: Fazekas
i8R, @0l describe un aparate ("Cytostat™) que permite
santeeer log  ewltives de hibridemasg an  crecimiente
&xg ial,

patamdn  su  gqrade de replicacién con la
siziom  sudomdtiza de medin ¥y agitando dicho medio a una
veleuidnd menof & €0 vpa. El grade de multiplicacidn es un
i5% mas lerts gue en cultive estdtics, pers la concentracidn
selulag s geala,  siends la recogida de  anticuerpos

Fprig B8
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et

ponoclenales funcion del mimero de células vivas, Yy no del
grado de ereciniento. De esta forma se cbtienen en un dia el
aquivalente & 50 botellas de cultive estdndar, y esto
durante varias semanac, Hay que tener en cuenta que para
realizar cultivos en agitacion el indculo iniclal necesario
¢s mayor que en cultivos estaticos, quizas debido a gque en
agitacion las células estdn distribuidas homogdneamente an
el naterial, mientras que en estacicnario se agrupan en el

fonds de la botella de cultivo, lo que favorece el
crecimiento [279].

por lo tanto, parece posible que bajo las condiciones
adecuadas de coultivo se puede aumentar el rendimiente en
anticuerpos monoclenales, con lo que su producclén en
ternentadores puade ser practica a escala industrial (279].
Reuveny et al. [222) estudian los factores que prolongan la
viabilidad y aumentan por leo tante la produccién de
anticuerpos monoclonales en reactores en agitacidn.

A.IX.01 Produccidén de ascitis:

El1 tumor se Induce en ratones de la misma cepa que 1la
que dond el bazo, para evitar los rechazos debidos a loa
Antigenos de Histocompatibilidad [171), aunque Brodeur vy
Tgang [41] proponen la utilizacidén de la primera generacién
{(Fl} del cruce entra machos BALB/c y hembras Swiss. EIl
enplec de esta Fl1 tiena varias ventajas come es la
produccion de cuatro veces mas asclitis, con la misma
concentracién de anticuerpos y durante mis tiempe que en
BALB/C.

A.IX.c.l: Preparacidén ds la cavidad peritonaal: para
favoreacer el crecimlento de los hibridos en la cavidad
peritoneal del ratdn o rata, se emplea una substancia cleosa
que normalmenta se usa como lubricante Yy agente
anticorrosién, el pristano (2,6,10,14-tetramatil
pentadecanc). Este se aplica intraperitonealmente (0.5 ml}
{14, 41, 202, 216, 278) unos 7 a 20 dias antes de la
implantacion de los hibridos {14, 41, 216), siende capaz de
irritar el peritonec de tal manera que se forme el medio
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anbiente propicio para su crecimiento, provecando ademis una
fusrte inmuncdepresion del animal. 81 no se inccula pristaps
ra e produce ascitis [42], peru es suficlante una  unica
imzoulacion [122).

gEn wei de pristanc tasghién puede usarse Adyuvante
Completa {110} o Incompleto de Freund {0.5 ml) [110, 190},
qud  parecs ssr claramente superior al Pristano [110},

paybould g% al. [215], ademds de acondiclonar al raten
son  priatans, aconsejan (nmunogsuprimir al animal mediante
nnd inyecdidn suboutinea de ciclofonfamida {160 mg/kpv), 18
horas anktes y en ol moagnte de  inncular  los  hikrides,
2i61T00  fue Otrew autores prefieren aumentar la  eficacia
frradidrndole previanenta con 400 Fads [144, 165).

12 cantidad 4o hibridos a inocular intraperitonealmente
es wariable {1-4x32 células) [41, 2146}, pero lo que 51 en
recwmerdable a8 gue eatan 54 encuentren en crecimiento
agtive {76]. Lap cdlulas 8¢ suspanden en 0.5 ml de DMEM
{431, Ei tuper aparece 10 a 30 dias despuds de  la
ipmpulacidn (2937,

5. IX.4.3¢ Inoeulacidn intraespléniens Witte y Bor [288,
A3F  deseriben wn hdteds de produccidn de ascitis por ino-
gulazign da lea hibridos intraesplénicamente. fEsta técnica
praee wna perie de ventajas con respecte 2 la  inoculacién
tradirienal intraperitonsal: reguiere wun bajto mimero de
hikrldemaa (30 §, gom lo oual 2@ tiempo necesario de cultive
paza gm iettulazidn e nas certe, perpite ol estabjlizamien~
19 del eresisiests “in vive" directanmente de muestras conge~
ladee ¥y permite la wtilizacidn del medio esplénico para
el tnivar la comptaminacidn de los cultivos,

A 1X.0.3t  Recoleccidn de liquide aseiticor una ver se
B8 predrecids el tanor, se procede a recolegtar el  liquide
aggitivn, plem sagvifivands previaments el animal, con lo
Zus 1o cantided de anticuarpes recwgidos es de 310 a 50 mg
peT  rakdn (3147, blen recogiemdo liguide ascitico a
Latorvales da 23 6 3 dias hasta que el ratén muare (78],
siemde 33l la sBlemcldn pecho maver. On este caso debe

=g §l
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drenarse el ligquido en cuanto éste se acumyle, para asi
retrasar la muerts del animal [42].

A.IX.c.41 Pactorss que afactan a la produccidn de
ageitin: Brodeur et al. (42}, describen los pardmetros que
afectan a la produccién de ascitis:

» mimero dptimo de hibrides inoculados: 6—32x105 cel

» yvoluman de pristanc inoculado: 0.5 ml

+ momento de tratamiento con pristano; 14 dias antes de
1a inoculacién de los hibridos

* gexo del animal empleado: an macho se forma ascitis
y se producen anticuerpos monoclonales mejor qua en

hembras
* pdad del raton: 6-11 gemanas

Controlando todos astos factoras, cada ratdn comienza a
producix entra el quinto y el noveno dia, formandose unos 7-
10 ml de ascitis y sobreviviende 11«16 dias tras inyectar
los hibridos. Sin embargoe Fazekas [&8], aungue sin
especificar unas condiciones tan estrictas, describe ugg
producclén de 5-6 wl de ascitis, lo que significan unos 10
anticuerpos monoclonales nezclados con otros anticuerpos
irrelevantes. Por otro lado, el isotipoc ne parece ser
importante para la produccisén de anticuerpos monaclonales en
ascitis (110]).

La  produccién de ascitis presenta una serie de
desventajas como son:

* necesidad de mantener una colonia de animales
exclusivamente destinados a }a produccién de ascitis
(33, 137), 1o que carece de sentido industrial [279)

* a1 que algunos hibridos se multiplican dificilmente
incluso en animales histocompatibles [33)

* que el fluide asecitico contiene una gran cantidad de
proteinas irrelevantes incluyende  anticuerpes no
especificos (49, 279)

* que en el caso del hombre estd desechada 1la pro-
duccidn de ascitia [33).

En rata se produce una mayor cantidad de ascitis, pero
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pocas 1gG de rata se unen a la proteina A estafilococica,

con 1lo cual se elimina desde el principio este sistema de

purificacién [15].

El ahticuerpo monoclonal viena a representar antre un 2
¥y un 25% de las proteinas totales da la ascitie (6, 194),
por lo gue hay que recurrir, la mayoria de las veces, a unha
purificacién previa (46]. Asi, las proteinas adicionales de
la ascitis no interfieren en muchos usos de los anticuerpos
monoclonales, pero deben ser eliminadas siempre gque puedan
competir con el anticuerpo monoclonal por los sitlies de
unién, y siempre que sea posible hacerlo, Por 1leo tanto
ceando un antlicuerpe monoclonal va a ser conjugade con
fluorccromo o biotinma, o ligade a un soporte sdlido para su
wso como inmuncabsorbente o en un ELISA, deberian eliminarse
1a mayoria de proteinas extranas [194].

A.X. PURIFICACION, OCARACTERIZACION ¥ ALMACENAMIENTO DE Lo8
ANTIQUERPOB MONOCLONALES

A.X.ai Daterminacién de clase Yy subclasaet

El conocer la clase y subclase del anticuerpo monoclo-
nal producido es importante para determinar el protocolo més
adecuado de vpurificacidn, asi como para interpretar 1los
ensayos inmunologlicos en los que vayan a ser empleados
f171), siendo ademds muy Util para predecir las propiedades
del anticuverpe (por ejemplc fijaclidn de complemento © unién
g 12 SpA} [296)., Por ejemplo, los anticuerpos de la subclase
Iqua son muy estables y ficilmente purificables, por lo gue
puede ser la subclase mis adecuada para su empleo en ELISA
comarcial, donde los reactivos requieren una larga vida
propia [208],

Los anticuerpos mads frecuentes son IgM y sobre todo
IgG. Los hibridomas secretores de IgE son poco frecuentes, y
les gque producen IgA sélo se obtienen cuande se emplea
tejido linfoide asociade al intestine para realizar 1a
fusion [1458), ’
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Lo proEabiliaadt de optersr lopss productores de IgW e
DuRdE LR CRRERLAY OB LEs whlos gran desis da ineenogess 3 &

g fams antes de la fusién (4741

La daterminacion de olase y subolasa 59 pusde Tealizar
por Beoniran misples comp won Deble Difesidn en Plasa, RIA.
ELI%A o (FT ta primers de ellas Tiewne la desventala s
PESEALEAY wha elevadd corsentyarlon de ANT LSaarpa RanGs Lo L
(3% ], smarsh oy Leodmann-Matthes {(35%] deadriben @R ersayn
immunopadisndtrion  en fase wmolida para daternipar  slase g
gubclase 4 inmsnsglobulina  de raton en  sobyemndante de
pudtiva de hikridosas, gue no secosita Bl conoehirar nig
pusifizay. Dbdewas, tierns lan wventalas 4o olleser resuiltadng
en  pooas beras y el poder daduecir $i sa trara g6 ewmitivea
whign o polleicnalen  (aguellecs sobrenasdtantes con  sunhas
g lagani , Aungue @5t GLLism parede Llrreal.

A.X.B1 PURLELeAziom

fdaaimanty, al! setode deberla ser rapide, fisple vy
pavata, aiands ademdsn zapaz de prowesar gramdes eankldades
de  asgitis y da purificar I95 o Igh [2%4]. Mo obstante #a
puade prodecir unt clerra degradaclion en laa caderas ligeras
y pesadas al reailzar cualyguier process de purificasidn.

S8 han dessrito muches setodss para  purificar  anti-
cRerpos aohocionales. Loz md8 wsades son lag precipitacisnes
Gan sulfate asdnico y  las crooatogeafiag {kien e
tntercamikin  idnico o de afinidady . La  sromatografia  de
intereambio iemiuvo estd constitulda per una matriz de o
tulesa £ agaresa A LA qgue van unldos grupos DEAR (1Y%,
capases da ligar las irpunsglobulinss a baja Fusrza jenica,
pudidndose separar éstay cuandd se aunenta la ooneentracids
de anjones o 5o baje el pH. Este mitods gerneralmzente me
proporsiona  una purificacion complets de wedin de  cultive,
aiendd maz adervado paraz ascinis y swserso [311}. Se trata de
un sistema multipass gue ro separa tedas las inmunnglobuli-
mat (2547, aungus Menwzzl et al. [172] desCriban unh parifi-

cagids  em  uh 39l paso ¢on  cropatograflias de  imtercambin

Paytu it
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idnico en Zetaprep. Por el contrario, carlsson et al., {49)

opinan que el intercambio catlénice da una concentracidén 50
veces mayor y purifica mejor, siendo la purificacidén de Igg
mejor que con SpA-Sepharosa (pudiende purificar tambidn
otros isotipos de inmunoglobulinas y subclases de IgG).

En las cromatografias de afinidad se inmoviliza de
forma irreversible bien el antigeno, bien proteipa A [1564).
A la proteina A se une las innunoglobulinas de ratdén IgG_ |,
Igé  , IgG3 [86, 111, 202, 254), varias IgG_ y varias ISM
{202). Ey at al. [203] describen detalladamente el empleo de
diversos tampones para eluir las diferentes clases de
inmunoglobulinas de ratén. La elucidon se realiza
disminuyendo el pH de la columna de proteina A. La mayeria
de las inmunoglobulinas de ratdén se unen a la proteina A a
pH 8.6 y se eluyen de la columna a pH 4.3 [202].

En los casos en gue la purificacién con SpA o por
intercambio idnico no sean aplicables (como es el caso de
medios de cultivo con anticuerpos monoclonales de rata), se
pueden  emplear anti~inmuneglobulinas ligadas a agarosa
{111]. Antes del primer empleo de la columna et conveniente
pasar suero irrelevante de raton o de rata para saturar
cualgquier anticuerpo con afinidad excesiva ogque  pueda
ocasionar una unidén irreversible [111],

Manil et al. [168) estudian la eficacia de varios pro-
tocolos de purificacién para IgG, llegando a la conclusién
de que al usc de proteina A preduce constantemente el grado
de pureza mas alto sea cual sea la subclase de IgG, aunque
para obtener los mejores resultados se debe producir 1la
optimizacidn dal protocolo, Asi para IgG_, Se describe el
protecolo de tras horas, para 1g¢. con suficlente afinidad
para la. proteina A, un protocolo de 16 horas con gradientes
de pH discontinuocs y un protocolo mads compleic para IgG1 con
baja afinidad por la proteina A. Si sélo se utiliza cromato-
grafia DBAE ({intercambio idnico} la reccleccidn es mejor,
pero la pureza es sélo moderada, El empleo de cromatografia
de hidroxil~apatita proves un menor rendimiento en la canti-
dad de anticuerpes, una menor pureza y los regultados son
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pona  reprosducibles on el trakaio diarie. Da  lea  patedos
zitadns hasta abora el wnico gque ea capaz  de  diferenciar
entre les anbicuerpos de intards y aguslles insapesificos o
ins apropiados con cadanas ligeras ¢ pesadas inadecusdas {en
el oasn 49 la purifizacion de asgitism) es la crosatografila
de hidroxilapatita, que ademsa copsta da un sals pass [2%4].
La precipitagisn ©on suifate amenice y  gol fAlrracida
supstran un relative enrigquecimiento ode la zsoluazién de amntle
cuarpss  mendclonales, siendo  un adtado FaApldo Rig praves
material 4o baja pureza y enm poma  gantldad, mientias gue
orros petodos de purificagidn eopleam wmucho tiempo 1194].

Rugso ot al. (229] deacpiben ua sistena de parificagien
mediante una dnica pracipltacion con Acide caprilica {que mo
afazta a las lnmureglobulinas tipo 6), recupardndose  en
ascitis entre al €0 v 80V da lasm irmunoglobwulinas. Este tipo
de precipiftaciién o3 tan simple y vdpida cama al realizsds
cen sulfate amsnice, presentamde 1a wveataja de gue la forma-
cisn de a9ragsdes me ve Parcadanenta roducida. Elnpey vy
Farkinson [140] describen otre ndtods de  purificacida  ne
sromategrdfics para 198 de guwers y ascitis, eompleandso des
precipitacienes, una con Acide caprilies y atra gon sulfate
aménige, apertande simplicidad y bajs oosta.

fequn HNaeoh gt al. {194} un paso previe de delipidacidn
{son dlexido de silicona) aumpenta la sficagia de la purifi-
cacitn y no es deafaverable a laz actividagd bloldgica del
anticugrps monoclenal {elles lo realizan previamente a  una
precipitacién con PEG, realizdndene pestariorvmente un paso
da intercambie idénico sl el grade de pureza requarideo e
aushsd payoerd.

purchiel [45%) y Burchiel g% a). [44) proponen el
smplep de HPLC ya gue se vbtienen altas copcentracionss de
anticysrpes monsclonales nuy purificadss de forms ripida vy
efectiva,

A.X.e: Determinacidn de las caracteristicas del anticuerps:

la .espacificidad debe eatablecerse en el contexto dal
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uso potencial del anticuerpo, Ya que é&sta no  puede
determinarse de forma abscluta, al no ser posible analizar
toda fuente de material. Asi, por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal frente a un pardsito debe ser contrastado frente
a otros pardsitos con los cuales pueda confundirse
antigénicamente y con los tejidos que se puedan encontrar
con el parésito [296].

Para su empleo potencial en ELISA se debe observar si
el anticuerpo pierde su capacidad de unirse al antigeno tras
ser conjugado con peroxidasa, Burkot et al. [47] proponen un
método indirecto usande fluorodinitrobenceno, con lo gue se
determina si la posible pérdida de unién es debida al reque-
rimiento de aminodcidos primarios nco modificados en el lugar
de unidn,

Es importante conocer el titulo, indicative de la
cantidad de material disponible., Este dato es muy util para
geguir 1a pérdida de actividad durante el almacenamiento,
aungque mno aporta informacién alguna sobre la actividad
espacifica del anticuerpo monoclenal, que debe ser expresada
en unidades de actividad por mg de anticuerpo [296].

Otra prueba que conviene realizar es ver si existen
reacclones cruzadas, Normalmente se plensa que el ELISA es
mis sensible que las pruebas de ipnmunodifusidn porque se
necesitan menos moléculas de anticuerpos para una reaccidn
enzimitica visible gue para una linea de precipitacién visi-
ble. S5in embarge la prueba de doble difusidén en gel puede
revelar reacciones cruzadas de anticuerpos monoclonales gue
pueden no ser detectadas por ensayos mis sensibles [181].
las - reacciones cruzadas de un anticuerpo monoclonal pueden
proporcionar una informacidn muy valiosa sobre las rela-
ciones bioldgicas entre proteinas y otras macromcléculas
[153]).

La afinidad del anticuerpo por el antigenc es un dato
de_interés en los ensayos empleados para la medida cuantita-
tiva del antigeno o para detectar su presencia o ausencia
[276). Beatty et al. (19] han deserito un enzimoinmunoensayo

ne competitive para medir la afinidad de un anticuerpo
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sopoy Lonal

Hoyle at @i, (189] dicen gue mezclias de algunos anti-

cwerpon  monsciunales  que as uran A epitopus  aeparades,
pugatran  un awmenty de fa afinidad puny el antigane. Pava
raplicario desuriben un models patenatics.

A.X.41 Alnazenantenta:

%1 el alpacenaniante de antiousrpid nonsclonales se
realita Inadecuadanente, Ia resctividad esn el  antigemo
hoadlagsn puede versa auy redusida. La congelagion~descoigar
lagisan  pusde veduoir e} titele himdlogo de algunes anti-
cuarpes hasta un B30% ¥y aumentar (8% Yeacciones gruzadazn ndb
o manon al deble [2761. El uso de pil ¢ teamparatura imadecun-
dnn  pueden ouvasienar casbios mne deseados {3176)], aentre los
que se ancuentran alteraciones an la especificidad (1857. [a
Liatilizacisn, bien de medin de cultive, bien de suare o
anticuarpos mondcionales purificades, da freduentonente como
ragultadn una pardids de actividad [111}]. Esta bare patente
una de las desventajas de les antisuarpos meneclenales y a8
u@ An Nuehos  Cases son  extremadamente sensiklea a  la
inactivacidn [2327].

En general, el almacenanmlants corracte de un anticuerpo
monouional debs tener en cuenta &l sedio en gue 84 encuentra
[11%]:

* nedio de cultive! genaralmente muy estables a 4°'C con
. it de azids de sodio

* puero o ascitis: preferiblensnte ge dele almasenar a
=74°C,  aungue duranta un cortd espacie da tiesps e
pusden mantener A ~20°C, Otro nodo de almacenamiento es
an forma deo preciplitades de sulfato amdnico.

* anticuerpos mondclonales purificades: durants unos
meseds  pueden ser alwacenades & 4°C en PBS con 6.1} de
azida da sadio. la concentraciéen éptima es de 1~10 mg
de  anticuerpe por wmililitro. 81 sa pantiene a
temperatura ambiente, en unecs diag se produce una
ciarta perdida de actividad

Digine A%
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A.AT. MARCADO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Goding [111] describe tres clases de marcado de

anticuerpos monoclonales:

* radfactivo: es muy sencillo realizarlc de forma bioc-
sintética con aminodcidos marcados radiactivamente. Ya
gue mis de la mitad de la proteina total es anticuerpo
monoclonal, se obtienen de manera facil actividades
altamente especificas, &Aquil el producte no se altera,
per lo tanto el anticuerpo monoclonal marcado debe
comportarse de forma ldéntica al anticuerpo sin marcar
[296].

*x gcon flucrocromos: debido precisamente a la homogenei-
dad de los anticuerpos monoclonales, se podria esperar
gue ciertes anticuerpos fueran inactivados al ser
conjugades con fluorocromos, no ohstante, esto sdle
occurre en una minoria de los casos,

% con biotipa: la biotina es una vitamina soluble en
agua gue puede ser ligada fdcilmente a proteinas. Como
es relativamente polar, se pueden ligar una gran canti=-
dad de moléculas a los anticuerpos alterando relativa-
mepte poco su estructura. La biotina y la avidina son
baratas y su conjugacién sencilla. La clave del éxito
radjca en 1ligar tanta cantidad de biotina como sea
posible, aunque, paraddjicamente, si se liga demasiada
la especificidad y actividad del anticuerpo se& pierde.

A.X1T. CONCLUBIOMN

El desarrolle de esta técnica tal como la conocemos
puede verse frenado por el auge de la ingenierfa genética,
gracias a 1la . coal se llegarid a que los anticuerpos sean
producidos por bacterias {141] o en mielomas [176] mediante
la clonacién de genes y su expresidén en las mismas, o bien
por el crecimiento en cultive tisular normal de la
respectiva célula B [141), o poer otro lade continuande con
la transformaclén directa de las células preductoras de
inmunoglobulinas;cou virus o carcinégends [141], pudiéndose
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producic antivuerpes recoabinantes cor  propiedades  nuevasg
(17487 .

En cuante al primar punts, [a complicada estructura del
antiguerps ¥ la baja fraousncia de celulas sue producen wun
daterninads  anticuerps hacen fque la clopacion en bactarias
2% sax 2]l canipd fprinmo para reesplazar la fusidn
traficional, aungue mo aa dabe ignorar al tremands potencial
4ol «clonaje de genes [10%]. Ko cohstante, ests se pueds
realizar nediante la introducclén del gen da la  produccidn
da  inmunoglobulinas manipulasdo *in vitre®, con lo cual se
pueden  obtensr anticusrpos quiméricos o de  gegunda
generaclidn [19%], como aquellos en los cuales la porcldn ds
unioén  al antigqeno oa "tusionada® a unz mitad anzimdtica
{19%] o “censtruir® anticusrpos cuya cadena pesada esta
comprusata pOr una porcion constante de origen humano unida a
und regidn variasble de ratdén {198).

En lo referente al segundo punte, 4l crecimiento en
cultivo tisular de la célula oo limitado y existe poca
proeduceion de antiecyerpes, no obstante na o5  impesible
gamontrar condiciones bajo las vuales e} linfowite B se
divida y secrate grandes cantidades de anticuerpes.

Por dltima, en el caszo de koa linfocites B humancs, se
puedae provecar la  infeccldén de lea mismes con el wirus
ppeteln-Barr (EBV), con lo cual los linfocites B portan gl
genoma KBV pudiendo mantenerse indefinidamonte en cultive
manteniendoe sus proplas caracteristicas, incluyendo la
produceldn  de antlcuerpos [255]. Uno de los primeros pamos
an #atas puntoe fue la tranaformacién con el virus de mons 40
(3% 40) de linfocitos B de conajo hiperinmunizado 1260,
poere las transformacionas eran escasas y la produccidn de
inmuneglobulinas baja. La transformacién com EBY produio
majores resultados ([356}. Desgraciadamente, 3Jas celulas
transformadas por EBY suelen crecer mal a bPajas densidades
cslulares Iincluso con la ayuda de células "feeder layer™ o
factores de crecimiento exdgenos {50, 117} o tras crscer
bien 1 & 2 naeges, su titule de anticuerpcs declina
subitamente, hecho que se acompaia de un cambio de fanotipo
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[127].

Una variacion de este sistema seria upna combinacidn de
lags tdcnicas con EBV y las normales de hibridacidén [148,
226) elimindndose de esta forma una de las grandes desventa-
jas de trabajar con sangre periférica (les linfocitos no ‘se
encuentran en estado de divisién activa) va que el EBV
activa los linfocitos, aungue no se transformen, por lo que
ia fusidn es mas eficiente [127). Foung et al. [94] fusionan
células B~EBV activadas con un hibridoma hombre-ratén.

Si nos centramos en la terapia en el hembre con anti-
cuerpos monoaclonales, ésta nejorard sensiblemente con la
produccién de anticuerpos totalmente humanos [1], pero
mientras tanto, se puede obtener genéticamente anticuerpos
monoclonales ratdn~hombre “casl humanos" con una unién al
antigeno predefinida, siendo en teoria mucho menos inmundge-
nes en el hombre que los de ratén, aungue estas hipdtesis
deben ser confirmadas en la priactica [50].

otro punto que todavia debe desarrollarse es el de los
anticuerpos anti-idiotipo con sus posibles aplicaciones en
vacunacidn {al ser la imagen interna del antigene pueden
astimular, bajo clertas circunstancias, la respuesta
inmunitaria de forma especifica), y el tratamiento de
enfernedades  autoinmunes {al poder ejercer un afecto
supresor directo sobre los clones celulares contra los due
se dirige) y el tratamiento de leucemias y 1linfomas (al
dirigirse contra los idiotipos que portan 1les linfocitos
tumorales) [182],

ALXIII.. ENTEROTOXINAS EETAFILOCCCICAS

Las enterotoxinas estafilocécicas son proteinas de bajo
peso molecular, similares en su actividad y composicicn,
pero diferenciadas por su comportamiento antigénico. Son
clasificadas como enterctoxinas debido a que producen wuna
reaccién emética cuande son suministradas intragdstricamente
a monos, Lag enterotoxinas son las lnicas sustancias
conccidas de origen estafilocécico, bioldgicamente activas,
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que produgas el antariormente citads afests erdbica y Bon
rasistentes a ia proteoliais. Pav 1o tants, cualddier cepa
estafilocsrica qua produzea una sustancia que cause emdsls,
ps uongidarada coac anterntoxigénica.

A.XITI.ay Propiedades fisien-guimivagy

Las  entarotoxinas son protelnas semcillas y da
relativanmente Rkaje pesc mulesular (entre 26,000 y 29.000
daitens), higroscopicas y  facilmante solubles en agua ¥
solucionas  aalinas, Eatan forsadan pox una cadoni
prlipeptidica sinpla que <oontierne relativapente grandes
cant idades e ligina, dcido aspartico, dcide glutamics ¥
tirpaina,

De acuerda a la compoaicion aminsanidica sge  pusden
gatablecer dos gramdes grupost unn  que  ircluaye las
entorotexinag A (EEA), D {EED) y E (EEE); y otra cue ingluye
la B {EEB) y la € (REC). Por ajenple, el mimera do residuos
de wmarionina en EER ¥y IEC es 7 uw 8, mlentras qua ean 8l
primer grupo anveriormente gitadeo e 1 ¢ J. Exiaten otyas
difsrencias entre ambos grupos, que aparentoemente no juegan
un  papel importante en su actividad, pere que son muy
ippoxtantes  en sy antigenicidad, ya que cada enterctexina
provesa ia produccisn da anticuerpes especifices.

La pequencia amincacidica parcial de la EEA {(I26] y las
secuencias e EEB [125) y EEC_ {2)4) nuvestran un Area de
homolegia gque podria ser el lugar ackive de  las
antarotoxinas {126}, Se cree que el reste do metionina en
este 4rea da homologia es importante ya gue la EEE sdlo
pasea une [24]. Se realizé un intento infructuesa para
sustituir de forma quimics ese resto de mebioninma en EEA, en
un eafuerzo por demoatrar qua dicha sustitucién lnactivaria
1a accién ameética de dicha toxina {24}. La sustitucldén de
o8 residuos de histidina inactivaron la acclién emdtica de
1a EEA, ge croe que debidp a la suatitucién del resto de
nistidina en ese drea de homolegis (252},

los doa restos ds cistina estan sitwados cerca dal
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centro de la molécula de enterotoxina, estableciéndose un
puente disulfuro entre ambos y formandose de esta forma el
denominado "laze de la cisteina" [27}. La reduccidn del
puente disulfuro de la EEB y la sustitucidn de los grupos
-§H, no tiene efecto alguno en la capacidad de provocar
emésis o de vreaccionar con los anticuerpos (72}. Esta
estructura es comin a todas las enterotoXinas secuenciadas,
Y s5e asume que también lo es al resto (24). La secuencia y
el numero de residuos en el "laza" es distinta para cada una
de las enterotoxinas.

Se han sustituido diferentes restos amincacidicos en la
molécula de enterotoxina para intentar identificar el lugar
de aceldén, La sustitucidn de los 6 restos "libres" de tiro-
sina en EEB y EEC carece de efecto sobre la acclidn emética
o reacclén con anticuerpos especificos (37, 38, 70), al
igual que 1la guanidacidén de los grupos amine libres de los
restos de lisina en el caso EEB; pero el cambioc de carga por
acetilacidn de los grupos amino inactiva la toxina (71].
Cualguier sustitucién que altere la conformacidn de la molé-
cula afecta la actividad de la entarctoxina [24],

Las enterotoxinas son bastante més reslstentes, en
muchos aspectos, gue la mayoria de Jlas proteinas, Asi,
resisten la accidn de enzimas proteoliticas como la pepsina,
tripsina, renina y papaina, ¥y son termorresistentes. Hay que
destacar que la termorresistencia de las enterctoxinas es
muche mayor cuando éstas se encuentran en alimentos que en
la soluclones tampdén en el laberatorio (23], con las
consecuencias que de ello se derivan para la higiene ¥
tecnologia de los alimentos.

las  enterctoxinas son resistentes a las  enzimas
protecliticas, tales come pepsina ¥y tripsina, graclas a lo
cual no son inactiﬁadas en el tracto digestive cuando se
administran lntragastricamente. 5in embargo, la digestion
suave con tripsina puede alterar el "lazo de e¢lsteina" de
EEB {248) y EEC  [247].

. Hasta el momento no se ha conseguido alterarla EEA con
varias clases de enzimas proteoliticas [248). Sin embargo,
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Ezeprhuk ef al. [87} y Moskova e al. (19%] lo lograron £on
papaina Lras una redusceién con J-Marcaptoetangl. Estog expe-
rimantes no pudieron ser reproducidos por les investigadeores

dai "Food Research Institulte" (3],

A.XIIL.Br Propiedaden inmumologlcas d4e las enterstoxinasi
La nomenclatura aplicada a lan anptargtoxinas

astatilecthoicas se basa en Gus reacsionas Con  antiswerog
phtenidos en conejob [224), rue son aspacifices pava cada
anterotoxina exceprto para las ERCa [29).

Hasta ahora 9@ han fdentificado y aisladeo 7 enterotexi-~
nas (A, B, ¢, €, €, Dy@¥), poera axisten otras sin
idantificar. lLas enteratoxinas fuaron identiflcadas por leoa
migulentes autoras:

» EEA [51, 541

" EEB [301]

* EEC y EEC_ (28]
* EEC, (221)

» EED [57]

v EEE (28]

En un principie EEC& y EEC  fueron identificadas como
enterotoxinaz diferentes debido a sus propledades fisicas.
#in  embaxgo, se descubrid gue aurspue cada una  reaccionaba
goen el antisuero obtenido con la otra enterotoxina, la
reaccién  con el anticuerpo hsterclego era ligeramante
diferents a la obtenida con el homélegs, Lsa of al. [153)
describieron que aungue las doz toxinas reaccionaban con  un
antlicuerpo comdn, cada una reacciona cen uno eapecifico paxa
cada una de las dos toxinas. Las reacciones de la tarcera
EEC en RIA con antisuarc obtenido frente a EEC vy E’Ec2
indican qua es una enterotexipa diferente [221}.

Aungue no habia ningun indicio de reacciocnes cruzadas
antre EEA y EEE antes de la purificazidén de esta ultima,
tras purificarla sa comprobd gue reaccionaba con antisusro
preparado contra EEA y que EEA reacclonaba con el suero
obtenido contra BEE (26}, Lee et al. {158) identificaren los
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anticuerpos espegificos y los gque producian reacciones
cruzadas entre EEA y EEE.

A.XII1.,0: Patogeniat

El punto da accidn de las enterotoxinas estafilocécicas
es el tracto digeastivo; no obstante, aparecen otras
manifestaciones ajenas a éste. De estas dltimas se puede
dedueir la instauracién de toxemia, difundiéndose la toxina
por el torrente circulatoric hacia otras localizaciones
orgdnicas, aungue los datos sobre este punto son muy

QSCAG0S.,

Los efectos inducides por las enterotoxinas
estafilocdcicas pueden dividirse en dos grandes grupos:
* Efectos gastricos:

Emesis: al parscer {262], la respuesta aferente
alcanza el centro del vomito por el nervio vage y otros
nervios simpaticos, aungue para Thatcher [267), todas las
respuestas eméticas estdn mediadas via arcos raflejos que
pasan a través del centro del vémito.

Diarrea: sintoma caracteristice, pero no privativo
de esta intoxicacidn. Puede estar debida bien a la
inhibicidn de la ahsorcién de liguidos desda el lumen
intestinal o del incremento del flujo de fluidos hacia el
lumen, Kaplan y Tenenbaum [131] indicaron que la ingestién
de enterctoxina induce un incrementoc del peristaltismo
intestinal.

Enteritis: se observa en los casos de intoxicacidn
grave, manifestindose como hiperemia mucocsa zonal, edema,
irritacion muscular, erasiones, petequias y  exudado
purulento [22], También se producen cambios microscopices.

* Otros efectos: '

Pirogénicos: el  caracter pirogénico de las
enterotoxinas fue puesto de manifieste por clark y Page
{581. Los efectos pirogénicos de la anterotoxina A son al
parecer 3-6 veces mas potentes gue los de la B (21].

Descamaclidén: el contacto con enterotoxinas ha
provocade erupcidn  wvesiculosa y descamacion, afectando
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ynicamente a la dermis.

Bistema Narvioso Central: los afectod son
dasorieatacion y alteraciéen e la congigncia,
prirvipalmente.

Ranalen: Hormarn b al. (1987 demostryaraen la
igmportancia  da les rifiones en 1a ellsinacidn de las
entorotoxinag. Hiart €% al. [175) han sugerido una poaible
ageion nalfrotéxica da la enterotoxina B.

Hapat lcon: vl  higade también parece taner
importancia en la eliminacidn de la toxina del terrenta
agixculatorio {1981, produciéndasa alteraciconas en la
actividad hapatica [166].

gigtema circulatorio s Inmune: se produce tagqul-~
cardia, incremento de la resistencia arterial, disminucidn
da la presion sarguinea, del ritmo cardlaco, del voluman da
latido, del gasto cardlaco, de la potencia media cardiaca y
del voluman sanguineo central [146]. Las alteracicnes nég
fracuentes en las c¢onaztantes sanguineas son: hamoconcentra-
cion (en goneral debido 2 la pérdida de fluides), <on un
incremento del hamatoorite y de los valorea de hemoglobina,
Gcasionalnente se ohserva linfopenfia, debido a una elimina~
cion o destruccion de los leusocltos mAs gue a upa altera-
zion en la génesis de los mismos [10%, 69), dlaminucidn de
1a actividad de la fosfatasza alcalina séxica y cambloa en
las constantes de coagulacién.

A.XIXX.41 Apdllais de anterotoxinas:

las enterotoxinas estafiloedcicas han sido detactadas
por medics bioldgicos e inmunoléglicos. Los primeros hoy dia
astin desacreditados, aungue todavia son wutillzades en
clertos casmoa. Las técnicas inmunolégicas han desampsnazlo un
papel importantisimd en la investigacién de las
enterotoxinas astafilocdcicas y en al andlisis de nuastras
da alimentoa ([268].

Los mdtodos pas comunmente empleados para el  andlisis
de alimentos pusden ser divididos en traes categorias:

* Técnicas de inmuncdifusidn
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* Aadiolppunoensayo

* FLIBA
ia han  desarrollads otres metodog cono 1a
nemagiutiragisn pagiva inversa [Z43], inmunofluecrescensia

(A3 ¢y electyoinmunodifusion [104), pera su erpleo no ae
ra axtend ldd puche.

Los métodos  da irsunsditfuszien conprenden un grupo de
térnicas gue enplean ia difusidn del antigens y anticuerpo a
traves de ura wmatris de agar cen la formacion de una linea
de precipitads. Encre ellas se emduentran ja insunedifusion
sepeilla  en tudw [307, inmunedifusion sencilla en placa
1174y, iwemrodifusion debleé em tube (117] 2  inmunodifuaidn
dable  en plata gque pusde realizarse cenforme a  dos
VaES LOnas: DAsrepdtado [22%) y ateromatoda [42], siando ante
sltimo el mao utilizado . Na cbatarnte, este péteds no om muy
meraible (8.1 g de toxina por aililitre), por lo Lanto se
dela  realiBar wna extrageisn da upos 100 gramos do  muestra
W alimentn y oopdertrares hasta £.2 nililitres para poder
datartar 1 ranpbgrazc 4 toxina  por grame de  alimento,
reimirissds  vede el process emtre Y-4 dlss  para ser
firaklaadeo [168].

la npesssidad de pruebas mds  rdpidas permitié el
desarralle del RIA. Variem leberatoriea han preconizade el
azplas  dal WX como metods de elecoidsn para la deteccion y
andiisls  da eweratoxisa on sobremadantes de cultives ¥y en
io extractos de alimentes (64, &%, 1i8, 129]. Brevements, en
Bi B3IM, um aBtigene &R und meestra problema esth compitlendo
e bes aptiouerpen especiticos con wna cantidad determinada
del piens astigens marcads com alyen  isétopo radiactive
[22). Da oste podo, ¥ par diferencia, puede establecerse no
sile I existenania de wnd reacelén de identidad, sino gue
rambldn e poeds determimar la cantidad dsl  antigeno
proklens  preserta am L3 suestira. $in  enbargs, el RIA
refikors el emples Sa emterstoxipas purificadas, ¥y
sanfholones nedesarias  y  eguips para  trakajar  con
radiniadtopes (304).

bebide & las limitaciones del KIA se procedis al desa-
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renilo del ELISA, prueba gue posee la sensilbrilidad del RIA
{260]. La aplicacién del ELISA para la deteccidn de antero-
roxipas eatafilecocicas ha sido awy amplia [20, 927, 113,
146, 149, 184, 201).

Fey gt al. [9)) compararon los cuatro tipos bisicos de
ELISA para la deteccion de enterotoxinas A, B, Cy i

» ELISA de competicicén con toxina conjugada al enzima
» FLISA de compaticlon con anticuerpo conjugads

* ELISA de competicien con proteina A conjugada

» ELISA "sandwich® con anticuerpe conjugado

Fey at_al. [91] concluyeron ¢ue el nejor siastaena era el
ELISA ‘“sandwich® empleando anticuarpos conjugadea a la
anzima y esferas de pollestirens como fase sollda, Sin
embargse, on al FRI se abandond la utilizacion de esferas
pasands al de placas de micrenitulacion de 96 pocillos [97).

El mayor problema que prasenta la detaccidn de las
enterctoxinas es }a existencia de anterotoxinazs axn no
identificadas. Esto se resolveria analizando exhaustivamente
las enterotoxinas con la esperanza de encontrar una prucba
eapecifica para todas  ellas, idantificadas vy no
i{dentlficadas.

A.XIIE.e1 Anticuerpos moncclonales frente a entarotexinas:

@e han preducido anticuerpos  monoclonales que
reaccionan con todas las enterotoxinas estafilocdcicas
conocidas hasta el momento:

+ EFA {8, 156, 216, 268)

+ EEB |77, 139, 186, 163, 218, 269}
* EEC, [33, 133, 156, 269)

» EEC 269}

« EEC. [269]

* EED [156}

* EEE [368}

Tanbién de ha descrito la produccieén de un anticuerpo
monoclenal gue reacciona con todas lags EEs conocidas [17)).
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gste mororlonal B5e desarrolld medlante inmunizaciones con
Zua warotipes de enterctoxinas (EEA y ZED). Mo obstante se
wa ronprobads  gque  diche anticgerps rescciona  con  otras
protainas extrafas (241, Thompson et al. [268] ‘tanbién
realitan immpnizaciones con don@ clases de toxinas (EEB+EEC ,
EERREC . EXESZEA,  TEST-1-EEC ). Edwin et _al. [82) también
dasgriben  anticwerpos monsdionales gue rescoionan con todas
lag  entergtaximas  potooidas, peyd  obtenides  jnmunizande
exiludiyamante con EEA.

% astes antiouatrpos menaclonales, 1os hay especificos
paza 149 entarctoxinas A (81, 23, &3, 156, 235, 268}, 8 (717,
£39, L&Y, 118, 26%], EEC 118, 139, 196), D (156} y EEE
(3587, OtEea anticyarpos presentan reagciones cruadas  con
wha P8 ura eptapatoninar

2 EIACERE {8), 18B)

' EERAREC (196, 269]
s gLR+ERCa 1268)

* TECs [249]

o ERC +EBC {244

+ EEAALEDHGEE (268]
ERs {82, 173}

»

Estes  antivuerps povdglonales ban slde aplicados en
slstensd de datescidn de entarotoxinas estafilocdcicas (77,
2. 1%%, 147 3¥4, 3707, aurpie de ellas s4lo tres emplean de
{iema exalugiva anticuerpod mepoclenales an el sistema ELISA
£, i35, 27R). Otxos momsvionales ham slde utilizados en
astutioa difsrentas al del campo de¢ la detecclén de toxinas
o7 alimeston o suetrakes laberateriales {18, 218).

También ss han producide anticuerpes momoclonales anti-
TEFT-L AN, 13, 6, 306, W3, 268, 38} que uws upA toxina
exparsviads  estruvturalmente con las saterctoxinas  aungque
TuR wh mede de acvien totalwmente diferenciada.
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Las intoxicacionas estalfilocacicas, unec de 1os
principales problemas en ia higiene y tecnolegia da los
alimentos, surgen de la ingestion de al imentos contaminados
con enterotoxinas estafilococicas. Hasta el momento axlsten
ninte serotipos descrites (A, B, € , c:' Cg, Dy E}.
reconocibles por reaccionar con anticuerpos especifices. las
anterotoxinas estafilococicas son resistantes a loa
tratanientos teérmices, asl como a otras muchas condiciones
quo disminuyen o ellminan la presencia de gatafilecocos
praductores. Por lo tanto, es fmprescindible detectarlas en
los alimentos, no slendo correcto sl tratar dea aslslaxr el
micreoorganiamo proeductor.

La detaccién da enterotoxinas en los alimentos,
gensralmente Be realiza mediante sistemas inmuncicgicos.
Hasta la Cacha, este proceso presenta el gravisimo
inconveniente de la necealdad de datectar cada una por
separado (173), empleando antlicuerpos peoliclonales, con los
problaman  que elle acarred comoe gson la difficultad de
prostuciy anticuerpos da elavada calidad an grandas
cantidades [156). Como loas anticuerpesm monoclonales ofracen
un mayor grado da especificidad gue los  anticuwerpos
policlonales, la produccién de anticuerpos monoclonales y su
aplicacisn en wmétodoa de detecclen rutinaria conllievaria
anAlisis més rdpidos, sensibles y aspecificea [82].

S8 han produclido antlcuerpos monoclonales contra todas
las enterotoxinas estafilocdeicas conocidas. Estos
anticuerpos han sido empleados en varios slstemas de
deteceidn, aunque s6lo tres grupos de investigacidn han
descrito el emplec de forma axclusiva de anticusrpos
monoclonales an un método de deteccidn [77, 236, 270}. Es
dificil entendar @l eupleo de sistemas combinados de
anticuerpos monoclonales y policionales, si sa& intenta
evitar la dependencia de los sueros tradicionales {268].

Les cbjetivos de este trabajo son, por un lado producir
anticuerpos monoclonales contra dos de las  enterotoxinas
representativas de los dos grupos inmunoldégicos en que se
pueden dividir las enterotoxinas conocidas: el grupo EEA-
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CEL-FEE y el yrupo EEB-EECs, intentando aplicar estos
amticyarpos en  un sistema de deteccion de enterotoxinas,
Tome  oRjetivo final, nos propusimes el desarrollar up
giatena Je deteccivn para todas las enterotoxinas conocidas,
bhen par seicla de anticuerpos monoclonales que reaccionavap
Gem  und 9 varias enterotoxinas, hasta cubrir todo a)
eapectro £omedlde, o bien empleando dos o mds  anticuarpos
moreclondles que reaccicnaran ¢on todos los zerotipos,

Tl desarroliar un *kit" del "si-po®, es decir una
pratha  fue nos peraitiera aseguvar la presencia ¢ ausmencia
#a entgrotoxinas estafilocscicag, podria ser muy util en la
Bigimna ¥y aaled publica, aplicandeclo en el anadligis
ratimario de log alimantod consunidos por grupos de alto
tiesqy (hospitales, coleglod, grandés restaurantes, etc.) y
en  paneral on toda alimento que por 81 mispa  entrake un
wlavadn riesgn [comidas preparadas en grandes cantidades,
som plevads manipulattidn vy realizadas con auticlente
aptarisridad a ser consunmidas}.

Erata boy stle doa grupos de investigacisn han produci-
&3 amticuerpts monpclonales qua reacclenen con  todag  laa
entarnlonimas [22, 173],. pors ninguno ha podido desarrollar
wm mdtada don estss articuerpos moncclonales,
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El trabaje (ue ahora presentamog se llevd a cabo casi
on ou totalidad en el Departamento de Patologia Animal I
(Sanidad  Animal) de la Facultad de Veterinaria de Madrid.
5in embarge, las electroforesis y electroeluciones fuexon
realizadaa en el Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular IV {Laboratoric de Quinica) de aesta nispa
facultad.

C.1. HATERIAL

c.I.a3 Linaa de mislomal

Para 1la produccion de hibridomas se empled 1la  linea
Sp2/0 2411, amablemente cedida por al Dr. Melero
{C.N.M.V.I. Sanitarias, Hajadahonda}.

C.I.bt Madio de cultive para mislomas

€. IT.h,1: Medio da PEBagla Hodlficade segin Dulbececo
{Dulbeceols Modified Fagle Medium) (DMEM}: se empled DMEM en
polvo ain Bicarbonate Sodico {EUTROPH, EUROBIO).

Para ohtener aproximadamente 1 litro de DMEM se
resuspendian en 950 wl de agua Milli-Q (MILLIPORE} J}os
siguientes componentes:

X DMEM. . v vevevonmmsreranssrannansansanesss 12146 g
* Glucosa (PANREAC)...svcuivvrarsvarnrnssaaae 4'5 g
* Piruvato Sédico (MERCK}......iivaeiniaveans 911 g
& I-Glutamina (BODH Chemicals Ltd.).......... 0'22 g
* Bicarbonato 50dico (PAMREAC)..vverveivravs 2'7 g

Posteriormente se afiadian los agentes antimjcrobiancs y
1a Hipoxantina y Timidina [ver los apartados
correspondientes).

El pH se ajustaba hasta 7-7'1 con HCI 1H {PANREAC),
midiéndoleo con un pH-metro {CRISON, modelo 414).

Una vez completado, el medio era esterilizado por nedio
de un filtro Sterivex~GS (022 um) (MILLIPORE}, siendo

Pigira &3




PONE. LT ERE T a0l N

imgulsado gracias =@ una bomba pulsatil (MILLIPORE),
distribuyendose en botallas de cultive tisular de 275 @)
(COSTAR) hasta un volumen aproximado de 250 ml.

postericrmente se llevaban las botellas a 37'C durante
18 R y sa realizaba un centrol de¢ esterilidad en Agar
Sangre, tras el cual se almacenaban a §°C.

£.X.b,21 BOuerc Fetal Bovino (Foatal Calf Serus) {(¥FCE):
mg utilizd FC8 (GIBRCD). Tras recibir @l lote se inactivaba
gl complemente ({56'C durante 30 ainutos, agitando cada
cierts tiempo) ¥ Se almacenaba a ~-20'C hasta su utilizacion.

L#a cultivos de mieloma se suplementaban con un 15% de
7e5, aientras qua los hlbridomas se cultivaban comn el 203} de
FCS  salva  en laaz ultimas atapas en las que aran
suplepamtadas  con el 18% de suero, ya que en gsas momantos
estakban totalmente adaptadas al cultive.

En  las etapas c<riticas (tras la fusion y en la
clemagidn) #e sustitula el FCS normal por otre que habia
sido testads para sy capacidad de soportar altas diluciones
do melulas (Myeslons Foetal Calf Serum, GIBCO) (FCS~M).

€.1.D,31 8sluciones antimicrobianas: tras preparar al
MMEM y  antes da  ajustar el pH ¥y flltraxlec ase afAadin
gentamicina de podo que la concentracidén final fuera de 0'2
ma/nl (de una solucidn in%ﬁial de 50 wmg/ml) (GIBCO) y un
AMgents  antl-PPLO  (Tylecina ) (partiendo de wuna solucitn
180wy {(GYBCO).

€.I.b.41 Hipoxantina (4~-Hidroxipurina): para obtener
wna  adlucion 100x se disolvian 0'136 g de Hipoxantina
{9EGHA) en 100 nl de agua Milli-Q (MILLIPORE), calentando la
meaaiia Al kako maria. Se distribufa en alicwotas de 10 ml,
cergelandolas  posteriormente a ~20°C hasta sy uso. Tras
deseongelar se debia hervir la alicusta para que 1.}
spiubilizara totalmente la hipoxantina.

€.1.b.%: Tinidina-@licinat para preparar un stock 100X,
8¢ atadian 0°008 g de Timidina {SIGMA) y 0'0022 g de Glicina
{S1GMAY a 106 nl-de agua Bi}1i-g tMILLIPORE), procediéndoss
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a su distribucion en alicuotas de 10 ml, y congelando estas
a -20°C hasta su utilizacidn.

con las soluciones anteriores preparibamos DMEM~HT.

c.t.b.&t @-Azaguanina: para obtaner una solucion 100x
g ahadia a 100 ml de aguva Milli-Q {MILLIPORE) Q'152 g da 8-
azagquanina {SIGMA}., Posteriormente y en agltacion, se afadis
HaQH 1N (PANREAC) hasta que la solucidn sa clarificase,
llavandeola a 37'C en agitacion hasta su teotal diselucidn,
filtrandola a continuacidn por medio de un filtro acoplable
a jeringuilla (0'22 pm) {MILLIPORE}, ¥y distribuyéndolo en
alicuotas de 1 m)l y conservandolas a ~20"C hamta su
ytilizacion.

C.t.cr Medio da cultive selective (Aminopterinal:

Tras realizar la fusidén, e incluso en las clonaciones,
y por supuestoc siempre que se renovara al medie de cultivo
an estos  momentos, al DMEM-HT se suplementaba con
Aminopterina (SIGMA} a partir de una solucidn 100k, que se
obtenia ahadiendo 0'002 g en 100 ml de agua Milli-Q
{MILLIPORE) . Tras rasuspendar la Aminoptarina, se distribuia
en alicuctas de ) ml previa filtracldn por medlo de un
filtro acoplable a jeringuilla (0'22 um)} (MILLIPORE),

Las alicuoctas de Aminopterina debian cubrirse con papel
de aluminlo, ya gue la Aminopterina es un compuesto
fotosenaibla.

La otra sustancla selectiva empleada en este trabajo.
la Ametopterina (Metotraxato), fue preparada tal y como ze
ha descrito para la Aminopterina, pero sin necesidad de
presarvar la sustancia de 1a luz ya que no es fotosensibla,

¢.T.,d; Material da cultivo:

€.I.d,1: Frasces de cultive tisulari normalmente se
eppleaban dos tipos de frascos de cultivo tisular (COSTAR),
unos pequedos (50 m)l de volumen ¥ 2% cm' de drea de

Phgina 45



o darac d. y Wty

crecimients), cuya boca estaba Inclinada para facilitar e}
marejo de la pipeta y otras mads grandes {27% ml de capacidad
¥y 7% cm' de superficie de crecipiento}, empleados cuando se
recesitaban grandes cantidades de células,

©.1.d.2: Miecroplacas! se emplearon dos tipos (COSTAR),
placas de 98 pocillos (6'4 mm de dldmetro cada uno y Q'az
om' de superticia de crecimients), que se utilizaban para
Aistribuir las ceélulas tras la fusidn y para la ¢lonacidn.
Las da 24 pocillos {16 nm de didmetro cada pocillo y 2 en?
d¢ 4rea de crecimiente) servian como paso intermedio para la
gxpanalidn da log clonas a botella de cultivoe,

©.1.4.31 Plpotas ¥y micropipetas: para el nranejo de los
madios de cultivo y dar les pases a las células se disponia
da pipetas da vidrio sstériles de 5 y 10 ml {CORMING). Para
walumenes menored seé enpleaban nmicropipetas con puntas
asteriled. He empleaban dos tipos de micropipetas: de un
sgla taral {GILSON), unas regulables de 5 a 100 ul y otras
de 209 a 1000 ul, y multicanal (8 canales} (TITERTEX) re-
gulakble entre % y 250 ul. Las puntas para las micropipetas
{COZTAR) eran saterilizadas en autoclave en cajas especlales
para <ada tipo de punta [COSTAR).

C.X.e1 Matarial para 1a congelacidm:

©.1.6.11 Mezela de congelacién: @l medio de congelacidn
eataba formado por una solucicn al 10% de Dimetilsulfoéxide
[BERCK) en FCE (SIBCO).

C.loe. 21 Cxlotubos: los tubos para la congelacién con
tagin 2 rosca (CUSTAR) tenian una capacidad de 2 ml, aunque
como maxing se asadia 1°'G al.

€.1. 02 Gaps 49 ratonen:

%& wtilizaren ratones de la estirpe BALB/c. En la
inmand2acidn se emplesaron s9lo hembras, mientras gua para la
produscién do aseitis se utilizarom indistintamente machos y
hembras. Los antmales empleades en la inmunizacion tenfan al
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comienzo de la misma 8-12 semanas de vida, mientras que las
edades de a¢quellos empleados en la produccidén de ascitis
oscilaba entre 10 y 15 semanas.

C.I.gt Haterial para la inmunizacidn:

¢.71.g.1: Adyuvantes: empleamos dos tipos de adyuvantes
(DIFCO): Adyuvante Completc de Freund (Freund's Qomplete
Adjuvant) (FCA) para la primera inoculacisdn y Adyuvante
Incomplete de Freund (Freund's Incomplete Adjuvant) (FIA)
para las restantes realizadas por via intraperitoneal.

C.1.g9.2t Enterctoxinaa! las enterotoxinas A, B, C, D ¥
E (tanto pura en el caso de EEA como crudas en el resto de
los casos, ¥y en el de la EEA) fuereon amablemente cedidas por
el Dr. M.S5. Bergdoll (Food Research Institute, Madlson,
Wisconsin), mientras gque la enterotoxina B era comercilal
{SIGMA) .

c.I.h: Haterial para la fusidni

c,I.h.1: Rajillas de ruptura: para disgregar el bazo se
disponia de mallas metdlicas (2'5 con de diametro)
esterilizadas en autoclave, ehcima de las cuales ¢l bazo era
presionado con un émbolo de goma de jeringuilla,

C.I.h.21 Polletilénglicol: se utilizd PEG con un peso
molecular da 1540 (SIGMA). Para la fusidn se disclvia en
DMEM-HT al 50% (p/v), calenténdolo a unos 55-60°'C para qua
el PEG pasara a fase liquida, siendo asterilizado
posteriormente por flltracién mediante un filtro acoplable a
jeringuilla.

¢.1.h.3: Tubos de centrifuga: se emplearon tubos de
centrifuga de pldstico de fondo céniceo, pero con kase
autopertante que permite su sujecidn vertical sin necesidad
de utilizar gradillas (GREINER) con una capacidad aproximada
de 50 ml.

¢.I.h.4: Bolucidén de 1lisado da eritroclitoa (ACK): eata
solucldn tampén estaba formada por:
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* Clorure Amenico {NH Cl) 0°'1355 M {MERCK}

+ %al Dissdjca del Acide Etiléndiaminotetraacdtico
{RA ECrFA) 0'1 mM (SIGHMA}

» plearbonato Potdsice (KHCOj] 0'01 M (PAMREAC).

Para preparar esta solucion se ahadian las sigulentes
cartidades an 100 ml de agua M{11i~-Q (MILLIPORE):

* mx‘m [MEBCKY cvvvsarrvwsvvnerrnnnavraessr 07829 g
x E‘aQEM‘A (BIGMAY creavaansseravssrnansannss 3'362 g
.Km:! (PANREAC) v v v venevnmsnenatssnarnonas Q'] g

Teas resusperder los componentes se distribuifa 1la
solucisn  en Alicustas de 1} ml tram ger filtrado atravds de
wn  Filtre acoplable a jeringuills {C'22 um) (MILLIPORE) vy
alwazenads a ~20°0 hasta al momento de su utlizacién.

€-%.h.%1 Solucidén para el recuento celular: para el
regaente celulay sepledbames una solucién de tedide Treipan
asul farnada por lea siquientes componentes:

* agus MALLE-Q (MILLIPORE) . usvnvevecanans 95 ml
* Tripdn azul (BIGMA) ... ...iiiiihiiannen. B4 O
¢ EABa (PMIREA) (it iiiniinarernane.s 0181 g
* N’ﬁza {PARREAL) . o cvivnv s vanntnensssay 0V66 g

Upa  vez rew#mndidoa loa componentes se hervia la
meg2la ok bade maria duramte 3 minutes, dejdndola enfriar a
bemperatura  amblemte, para djustar posteriormente el pH
hggta 7t1e?') mediante 13 adicidon de sosa IN. Tras terminar
8l pEucews 84 ajustaba ol velumen a 100 ml con agua HMilii-g
TRILLTPORE] .

2.0, 4% Material para realizar el métode ELISA indiracte:

@.1.815  Mloreplacas: pe emplearon microplacas de
peliessivens avistaling de 94 pocillos con fondo plano, no
eekariles (GREINSR).

.%.d.31  Rioroplpetas: ver apartadeo C.I.d4.3.

2.X.1.21 Tomponea: o4 smplearcn los siguientes tappones
a» gl sistema ELIEA isdivecto:
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¢c.1,1.3.11 Tampén de tapirado: para resuspender el
antigeno a la concentracion adecuada se utilizé wun
tampon fosfato 001 M pH 72 (PBES).

C.1.i.3.2; Tampén da lavado! se trata de tampdén fosfato
G'61 M con pH 7'2 al cual me la afiadia Tween~20 [HERCK)
al 0'01Y (PBS-T).

€.1.,1.3.31 Tampén cltratoy para el substrato se empled
un tampdn citrato pH 4'5 que se cbtenia de la forma

siguiente:
golucidn Al
« acldo citrico (PANREAC) {0'11 M)......... 214 0g
+ agua destilada......civiiiiiiiiiiaa., - 100 ml

So0)ucidn B:

» PO HNa .2H_ (FLUKA) {0'1 M)e..vvvvuurennes 3'56 g
b oagua destiladd.. v irnnnrenranriian ceves 100 nl

Fara su preparacidén se afade la solucidén B sobre la A
hasta gue s¢ cbtiene @} pH de 4'S5,

c.1.L.41 Antigence de  tapliiades se enplearon
enterotoxinas crudas o altamente purificadas, seqin Jlos
capos (ver apartado C.X.g.2).

¢.1.4.5: Boroalbimina bovina {Bovine Barum Albumin)
{bgA)1 para cubrir el plistico que quedara libre tras el
tapizade con el antigeno, Yy asi evitar reacciones
inespecificas por uniones de anticuerpoa o conjugade al
plastico, se empleaba BSA (SIGMA} al 2t en PBS.

C.I.i.6: Anticuerpos moncoclonales: produj imos Y
enpleamos en aste estudio un total de 22 anticuerpos
monoclonales, 14 de allos produclidos frente a la
enterotoxina B, y denominades por una letra B inicial
seguida de un nrumerc del t al 14, y 8 frente a la
enterotoxina A, y denominados por una }letra A seguida de un
nowero del 1 al 8.

C.I.4.7: Conjugade para el andlisis de hibridomas: se
empled polisuerc de conejo anti-IgG de ratén (Rabbit anti
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Mouse) (RAM} (NORDIC) al 1/1000 en PBS-T.

C.1.i.8: conjugado para la daterminacidén de subclase de
19G: se dispuso de suero anti subclase de IgG de rateén
(Ig¢ , 196, IgG_ ., Ig& ) obtenido en cveja [SEROTECY al
l:azclm, I:B%g, 1:400 y 1:800 en PBS-T, respectivamente.

c,I.1.9: Substrato: como substrato se empled una mezcla
de 40 mg o-Feniléndiamina Dihidrocloruroc (OFD) (SIGMA), &0
»l de Tampon Cltrato y 40 ul de Peroxido de Hidrdgenn
| PANREAC) .

€.7.jiMaterial para la inmunotransferenaiat

C.I.§.4: deles de electroforesis: empleamos geles 5D3
comerciales, adecuados para el sistema de electroforesis
rapido del «que disponiamos {“Phast Gel gradient 8-25%,
PHARMACIA) .

€.1.}.2t Tampones: se utilizaron tiras de tampones
indicadas para los geles SDS que empledbamos ("Phast Gel SDS
buffer strips", PHARMACIA),

C¢.1.3.31 Aplicadores de pusstra: las mpuestras eran
aplicadas sobre el gel de electroforesia por nedic de peines
adecuados para el emplao de 8 puestras distintas (“Phast Gel
Sample Applicator 8/1", PHARMACIA).

©.I.j.41 MHarcadores de peso moleoular: se ompled un
"kit® de calibracién del tipo bajo peso molecular MIMW®
[FHARMACIAM) .

£.1.3.5 Reactivos y tampones: los reactives y tampones
utilizados fueron los detallados en los sigulentes
apartades:

€,I.3.5.,1t ‘Yampdén de transferencia:r se utilizé un
tampén de transferencia 25 mM Tris (MERCK), 192 nM
glicina (MERCK], 201 metanol (MERCK), cuye pH final ara
de 8'J. Este btampén no se deba ajustar con HCL,
pudiendo ser conservado durante un mes a 4°C.

C.1.§+5.3t Tampén de Dbleoqueo: se trata de un tappdn
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fosfato 0'01 H, NaCl 0°'15 M con un FH de 7'1 al cual ne
1e afadia Tween-10 al 0'5%. Todos  loa  productos
necesarios para la realizacién de este tampan son de la
parca PANREAC.

€.1.3.5.3: Tompén de lavado: empleamoy un tampdn 0'15 M
de celoruro sa&dico con el 0'5Y de Tween-20., Mall y
Twean~-20 son da marca PANREAC,

¢.I,j.%5.41 Bubstrato: coma substrato 28 amples una
mezcla de 50 mg de Daninobencldina (DAB) (MIGMA)}, 1060
ul de Pardxido de Hidrdgeno al 33% [PANREAZ) y 100 ml
de tampon fomfato ¢,0L M-NaCl O'183 M (pH 771;,
c.X.§.5.51 Tanpén da nuastrat o8te fTanpdn estaba
formado por BPBS 0'01 M-HaCl 0'18 M, pH 7'%, con ol 10%
de SDS (FLUKA) y 10% de mnercaptostancl (FILUXA), con §
ul por cada 100 ml de tampon de una Sclucian de azul de
bromofenol (FLUKA} al 0*C0S%.

Para preparar la muastra para la reallzacien de una
elaectroforesis an geles de SDS-poliacrilamida e
afiadieron 10 ul del tampon de muestzra a 90 ul de 1la
muestra, siendo asi la concentracién linal de 8PS vy
mercaptoetanol del 1. Esta mezcla se introdujo an wun
tubo tipo Eppendorf y me sometldé a un tratamiente
térmico de 100°C durante 5 minutos. FEsta musstra puede
congelarse a -20°C.

C.7.5.%.6: Bolucién de tincloén: se tenlan gue preparar
dos soluciones:

* Solucidn "stock": se disolvid una tableta de
"phast Gel Blue RY (PHARMACIA) en 80 ml da agua
dentilada y =me aglté  durante  3-19 ninutos.
Postoriormente se afdadieron 120 ml de metansl (PANREACQ)
agitindose durante 2-3 minutos, con 1o cual chteniamos
una solucion final dal 0'2%).

* Solucion final: Be realizd una mexela 1:1 de la
solucidén “stock" filtrada, con una solugidn al 20% de
dcido acético (PANREAC) en agua  dest]lada. Esta
solucién debe prepararse el mismo dia de }a realizacién
de la electroforesis y no puede seX reflelada. $Se
prepararon 100 ml cada vexz.

C.1,§.5.7: Soluclén de destefiidos ssluctldn a bause del
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30% de metancl (PANREAC) y 10% de aeclde acético
(PANREAC) en agua destilada.

I.§.5.8: Bolucién de sonservacidn: compuesta por el 10%
de glicerol (PANREAC) y 10% de dcido acético (PANREAC)
en agua destilada, Bsta solucién ayuda a mantener el
gel flexible y resistente.

C.I.j.6: Toxinas y RAM: fueron las mismas qgue las
utilizadas en el sistema ELISA indirecto.

€.I.3}.71 Membranas inmovilizantes: se emplearon
membranas de nitrocelulesa de la marca SCHLEICHER y SCHULL.

C.1,.5.81 Material para 1la separacidén dal gal de
alactroforesis: se utilizé un taco de madera lo mas liso
posible y cuerda de pianoc con un diimetro de 072 mm.

¢.I.k! Material para ELISA dobla Ysandwlch" (DAB):

El material empleado en este sistema era idéptico al
utilizado en el sistema indlrecto, exceptuando en que el
tampén de tapizado en el que se diluian las globulinas era
un tampdn carbonate-bicarbonato 0'1 M pH ¢'6, y gue se
vhtenia tal y como se indica a continuacidn:

Solucidn A:

* C03HNa...............................,.... 1'68 g
* agua destilada. s iciraraiiinarasnianas 200 ml
Solucidn B:
*-coaﬂaz...........................,.........1'06 g
* agua destilada .uiviiiiiieiianirniaenas, 200 g

Se ariade la sclucidn B sobre la A con agitacidn
constante, hasta gue se alcance el valor de pH de 9'6.

€¢.I.1:t Material para la extraccién de EE de alimentos:

€.I.l.1: Alimentos: se probaron 3 tipos de alimentos:
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leche entera UHE, yogqur natural ¥ salahichas cocidag y
ahumadas, que fueron contaminadas con 10 pg totales de
enteroptoxina B, para lueqgn proveder a la extraccion de la

migma,

C,I.1.2¢: Bolsas para Stomacher: se utilizaroen bolsas
para Stomacher 400 de la marca SEWARD MEDICAL, en las cuales
a8 introdujo ol producte carnica.

¢.7.1.3: oOtros: tamblén gse hecesitaron CIE & N, NaoH
YR,  PEG 20000 (SERVA) y tubos de diadlisis {"viaking
Dyaligin Tubing® 20/32, SERVA}.

C.I.m: Aparatoss
Contamoa con los alguientes aparatos relevantes para la
realizacion del presente Lrabajo:

* Agitador magnédtice termostatizade (SELECTA, mod.,
Agimatic).

* Cantrifuga con refrigeracion (SORVALL IHSTRUMENTS,
mod. RCBRB) .

* Colector de Fracciones (PHARMACIA, mod. Fra¢ 160},

* Enpectrofotdmetyro (HITACHI, med. 150/29).

t Campana da Flujo Laminar Horizontal {TELSTAR)

* Campana de Flujo Laminar Vertical (ESI-FPLUFRANCE,
mod. Miniflux).

* Incubador dea €O con parsdes de cobre y autocero de
0 [(HERAEUS, mod. BROGL EC/CO ).

» Paho termostatizado {(BRAUN, mod Thermomix 1442 D).

* Centrifuga de masa con rotor orbital para tubos de 50
®l sin requlador da temperatura {ORTO, med. Tornax).

* siotema de pipetaje con filkro de aire (TECHOMARA,
mod, Pipet-Boy).

+ Bomba Pulsitil sin regulacién de flujo (MILLIPORE, n*
de catalogo xx80 202 30).

* Sistoma rapido das electyoforesis ("Phast System",
PHARMACIA), consistente en una unidad de separacioh y
control, y una unidad de degarrello.

* Cubeta de transferencia (LKB).

* Lector de ELISA autopatico com lengitud de onda

Pagira 7Y



L. Msteria, y Métoaos

variable (DYNATECH, mod. MR 580).

*# Shaker con regulacién de temperatura (LAB LINE
INSTRUMENTS]) .

* Microscoplo Invertido (LEITZ).

* Arcdn congelador de =-80°C (KOXKA).

* Centrifuga de mesa para Eppendorf {SCRVALL
INSTRUMENTS, meod. Micro Spin 12).

* Lector de pH (CRISON, mod. 414).

* Balanza digital (SARTORIUS, mod. 1475 MP8-2),

* Stomacher (COLWORTH, mod. 400)

c,I1I, METODOS
C.II.at Cultivo:

Expandiamos las células de mieloma en medioc DMEM~HT con
el 15% de FCS, por ser mucho mads sencillo tener un unico
tipo de medio de cultivo que producir dos distintos o tener
que suplementar el DMEM con Hipoxantina y Timidina, aunque
el mieloma no necesita de estos suplementos. Los hibridomas
necesitan la presencia en el medio de cultive de Hipoxantina
y Timidina, a no ser que se acostumbren progresivamente a
concentraciones decrecientes y posterior ausencia. Esto
puede realizarse siempre y cuando se haya eliminado
totalments la Aminopterina acumulada {intracelularmente,
aungue no siempre llegan a acostumbrarse.

A la hora de cultivar hibridos en medio selectivo, el
DMEM-HT se suplementaba con Aminopterina (a partir de una
solucidn 100%). Normalmente la Aminoptarina se suprimia tras
la segunda clopacién, mantenidndose a partir de aqui los
hibridos en DMEM~KT y FCS,

Fara realizar los pases, calentdbames tanto el DMEM-HT
como el FCS en el bafo termostatizado hasta 37'5'C durante
unos 20 minutos (a partir de ahora sieppre que se hable de
medio DMEM~HT y FCS se dard por supuesto qué éstes se
encuentran a unos 37°C), Tras éste tiempo se mezclaban DMEM-
HT y FCS al 15% en una botella, Tras ello se tomaba la
botella conr el cultivo {que debia estar en fase exponencial,
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con celulas con aspecto sang y noymal y sin formar um  Eapiz
excesivamente denac) y con una pipeta sa tomaba medio de
cultivo ¥ se iba lavando poco a peco el area de creciniento
de 1la botella de cultivo con el fin de desprender las
calulas de dicha superficie. Este proceso se realizaba da
manrera guave, sin  formar burbujas y tratando de rwecorrer
tods la superflcie de crecinienta.

Tram 10 & 15 lavades, mediante wuna aicropipeta 89
romaban unos 200 ul de medio con células que se¢ pasakan a la
potella con 10 ml de medioc fresco, y se Incubaban {6% da CO
¥ 37°C cen a1l 98% de humadad relativa} con el tapén ligera-
mente sualto para permitir el paso de gasas.

observabamos al cultlve diariamente con ol micresceplo
invertido, y cuande era nacosario se realizaba otye pase
pian & botella pegquefia o a granda sl 56 nRecesitaban
cantidades mayores.

Hosotros optamog por no realizar cultivoes de
mantenimianto (con menor cantidad de susro}. decidigndonna a
cangelar las células slempre que no las nocesitiramos,
avitdndose asl los riesgos de un &ultive continuado
(contaminacion, pérdida de gsenasibilidad a la Aminopterina,

etc.).

cada dos o tres mages se afiadia al medio de cultive
normal §-Azaguanina (a partir de una polucisn  108x) para
eliminar las posibles variantea HGPRT +, y fque asi todas las
células fueran sensiblas a la Aminopterina.

(1 8 49 -1 ;ggunégaclén:

El protocolo de inmunizacién que meguimos era &l deta-
1lado en la Tabla C.1.

Cada animal (ratones hesbra de 8-12 semanas de edad}
e inmoculaba intraperitonealments con 304-600 2 de la
mezcla  inmunizante, compuesta por Adyuvante da Freued
(Completas en la primera inoculacicn e Inconplete em las
restantes realizadas por via intraperitoeneal) ¥ Salucien

gy 15
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Tabkla C€.1: Pauta de inmunizacicn

Dia Dosis EE {aqg} i} ia{2} Adyuvanta de Freund
0 % i.p. Completo
7 i i.p. Inrorplete
i4 20 i.p. Incoepleta
29 166 i.p. Incampleto
L 69 i.v. Himguno

{1} El antigenno fue preparade y merxciade 1:1'2 cgn el adyuvante
adecuade para chtener la concentracisn dsseadsa en 0'S mi.
{2} Abreviaturaz: i.p., imtraperitoneal; i.v., intravensaa

{3} Tres dias antes de la fusmidn
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salina (relacidén 1*2:1), a las ruales se atadia la cantldad
necesaria de SET partiendo de una selucién da 1 mys/ml.

Para honogeneizar la mezcla disponiamss  de dos
jeringuillas de plastico de 5 ml (cono Luer) y de dos agujas
rotalpente netalicas cuyas puntas habian sido moldadas sin
obstruir su abertura, de esta panera #e¢ pasaba la meaclia de
una jeringa a otra homogeneizadndose en poco tiempo, Eras lo
cual 5@ inoculaba a los ratones.

para realizar la ultima innunizacién (intravaencsa} se
tomaba 1a cantidad necesaria de SET en una jeringuilla de
ingulina. Introduclamos el raton en un smbudo sacando la
zola por Pusra del mismo, apoyandola en la sesa y tirando
ligeranente de ella, teniendo culdade da no presionar el
embudo. Con un  algodon empapado en xilol {PANREAC) e
dilataban las venas caudales y posteriormente iLnotulabapos
lentamenta la suspensién antigénica. Tras 3-5 <dias se
procedia a realizar la fuslon.

c.1I.a: Fusién:

Tras reallzar la inoculacion final al ratén,
preparabancs las células de mieloma para el dia de la
tusion, Agul  empeldbamos & aplicar el protooclo de
produceion de anticuarpos menoclonales que se resume an 13
Figura c.1. con anterloridad deblames cosprobar s
sensibilidad a la Aminopterina, ver que pregentalan  upa
agpecto macroscdpico normal y que se maltiplicaban cen
rormal idad.

Como regla general preparabamos 3 potellas grandes de
cultiva, lo que suponia J-4x18¢ cdlulas de mielomx.

Lo primerc que necesitdbamos era obtener las odlulas
peritoneales que empleariames CoRo células "Feedar lLayer®.
Para ello sacrificibamos un ratén por dislocacion 98l cuello
y separando Ia plel per 1a linea Blanca dejabames al
descubierto la pared abdemipal. Con una jeringuilla ¥y tras
limpiar 1a musculatura abdominal <on galucidn  Salima
esteril, inoculdbamos 5 ml de Sclucidn zalina em la cavidad

pagime 7P



g P

Flgura <. ) Diagrama de flujo de la produccisn de

anti-
Crarpos ponncionalen.

i 1N IIACION pei  CEL. Bz | | _CEL. MIELOMA |
s VALO
ookl | s
M ni
PR AR MEM-HT

1 minuta

]

REHI ACICON
o
-3 4 F?G;
[eergson]

WMMjI 15«20 dias

[ELrsa ]

[ CLONACTON ?gﬂvgéégcloﬁ LIKITE ]

i e o o

| Expawston |

ke i
Lmﬁcnm' ] O

ms CONGELACTON

{

UV S

Sugyma R



o MALEZI AL, Matadn

apdominal. Durante 5 minuton dibamns masaies suaves a ja
pared abdominal para mejorar el efecto de lavado de la
golucién Salina sobre el peritonea. Postericrsente, o
syccionaba ia Solucién Salina con una jeringuilla de 5 =i,
veniendo culdado de no dafar ningan asa intestinal para asl
svitar contaminaciones. En la Selucién Salina que intro-
ducianos €h  un tubo de centrifuga estd4ril ae encontraban
gran cantidad de macrdfagos peritoneales, pero tambidn otras

cdlulas.

Estos macrofagos ae afadirlan de forma previa al
procase de ewplacamiento de low productos de la tugisn, como
ya veremos mas adelante. No obstante estos macrofagos debian
javarse con DMEM-HT antes de su uso. El lavado constgtia en
afbadir al tubo de centrifuga aproximadamente 20 m) de DMEM-
HT, centrifugdndolo a 1000 rpm durante 10 ningtns a
remparatura ambiente. El gobranadantn se elinipaba y la
operacion ge repetia una vez mis.

£l siguiente pasoe era chtaner el hazo dal animal
inmunizado, Para @llo sacrificabamos el animal por descarvi-
cacién, inmovilizandolo seguidapente én una takla da corcho
madiante unce alfileres. Tras desinfectar 1a plal <on
alcohol de 90" y lavarla seguldamants con fGolucidn Salina
astaril, procedfamos a separar la pial realizande un covis
por la linea blanca. Una vez geparada, lavabasos la pared
abdominal con Solucién $alina estéril, abridndola inmediata-
mente de forma asdéptica. Una vez gue 1a cavidad abdomiral
estaba al descubisrto, realizdbancs una rapida ingpeceidn
visual para comprobar que el aspecto de Ja migma ora normal,
¥ seguidamente procediamos 2 la localizacidn y extrascida
del bazo que se dapositaba en una Placa de retrl estéril de
15 @m de dismetro (GREINER). A esa placa y 2 otras cuatre
similares se les afadia 4 =l de DMEM-K? <on al fin de lavar
la superficie del bazo. El bazo era pasado suavemente de uha
placa a otra con ayuda de unas pinzas que previamente hakian
side introducidas en alcohol de 90° y luego flamaadas para
eliminarlo.

Una vez que el bazo astaba situada en la guinta placa,

iy T
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romabamas una rejilla esterilizada en autoclave ¥ Ia deposi~
vabames debato del baza.  Con la ayuda del embole de goma de
una jerirguilla de plastico de 3 =l y unas pinzas romplamos
al bars, actuands la rejilia comp un tamiz, chteniendose ami
aéluwian sueltas. La operacion ge daba por concluida  al
observar ia ipaxistencia da gqrumos, retirvandogse segquidamente
1s rejilia, ensima de  ia cunl se ancontraban restos de
ve)idn conective vy acumuloes grasoy dal bazo.

Esta  suspenzién de <celulas de bato en OMEM-HT era
tragpazada pediante wusa  pipsta a un tubo da centrifuga,
realizands des lavados naz de 1a placa de ruptura con DMEM-
BT para recoger mde celulas. Una vez traspasado twodo al tubo
Sa wentrlfuga, sa conpletaba con MEM-HT hasta 4% ml
aprexinadanenta, Em 4s3te nonento s afadia l ml de la
splucion de¢ lisada de epitrogitos ACK, dejindola actuar
spraxinadanenta 3 minutos tras les <cuales se centrifuysba al
wulpd, Tl y eomo veremos mas adelante.

FimultAneanante o268 recogian las células da nleloma
nediarte javades de la suparficie da c¢reeimiento de las
potellas  gon la ayuda de una pipeta d¢ 10 ml, procurando
resnrrer toda ia supsrlivie. Una vez gue observibamos que la
pared da 1a batella se emcontraba limpia, se trasladaba el
semtenido &8 las batellas a dos hotes de centrifuga,
copplatindese el volunan hasta 4% ml con DMIM-MHT.

Una vaz gpua las células de mieitma vy laz  esplénicas
antaban en sus  respectivas  tubos, ge rveaklzaba wuna
venterifugacien de 10 minuteos a 1000 rpm y temperaturxa
amdsierte. Tras eile, se elinminaba e} sobrenadante y se
rempia el sedipente agitamds ligeramente los  tubes,
anad jerdose unes 4% nl de DHEM-HT. #n e} cagso de las edlulas
d2 mieloma, en aste primer lavade, afadianos primero umos 10
ml de¢ OMEM-HT a uno d4 los tubos, y %ras agitarle uwn paco e
pasapa el contenide al obtre tubs, completdndoss entonges al
wnlusen hasta $9 nl con DMEM-BY y se llevaban a gentrifugar.

Egte procesa de lavads se realizaba tres veoes, y tenla
goma obletd eliminar el Swere Fetal Bovino en ¢] casa de las
welulas de aisloma, y grasa y los productes del lisade de

g va
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los eritrocites en el caso de las células de bazo,

Tras raealizar todes los lavados, contabamos las cdluylas
de bazo y de mieloma de que disponiamos, para lo cual
resuspendiamos el sedimento en una cantidad conccida de
DMEM-HT (% ml para las cédlulas de mieloma y 10 nl para las
de bazo ya que su numero 5 nucho mayoer y con alle
facilitamos el reguento}.

Para contar ambogs tipos de célulam, asi como los
nacrofages, y para hacernos una idea aproximada faunqua no
exacta) del numero de células viables, mezclébancs 100 ul de
1a suspensién de células de nieloma con 100 wk de Tripan
Azyl  {1:l) ¥ 100 ul de cdlulas e bazo con 400 ml del misme
colorante (1:4). Para contar nos valiamca de una cAmara de
Thoma (BRAND}. Tras realizar ol racuento al wicrescopis
invertido y obtener la medla de lag diversas cuadriculas
conptadas de la malla de la caAmara (2e contaban ias
cuadriculas  miés pegueRas da qua consta  esta cimaral,
obtentamas la cantidad total de cada uno da loa tipos
celulsres gracias a la siquiante fdrmula:

| n=a x 16 x 10 x 1000 x b x o |

dende A& es la media del racuente, b la inversa de la
dilucion realizada (2 on mieloma y 9 en bazo} y o el  ndmers
da mililitros de DMEMHT (% en micloma y 10 en bazo).

El recuente da pacréfagos se  reallzaba  tras
resuspenderlos en 1 ml de DMEM-HT y mezoclar 100 w4l de ldos
mismos con 300 ul de Tripan Azul.

Una vez que sabiamos el numero de células de mieloma y
de bazo, las mezclibamos an unha proporeiém 1:5 {1 cédlula de
nielona por cada 5 de bazo] y procediames & realilzar la
tusion.

Para preparar el PEG, pesabanos 2 g del ajsso y les
afadianos a un tubo de cristal gue tenia 2 ml de OMEM-HT.
Para homogenaizar la mezela, calentdbamos wl tube & wnos
60'C durante uneos 5 minutes para qua ol PEG pasars a  fage
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liquida. Una vez conseguida ae homogeneizaba bien agitando
el tubo y se esterilizeba a traves de un filtro acoplable a
jeringuilla (0'22 um) {MILLIPORE) pasandolc a un tubo de
widrio con tapsn de goma esterilizados por autoslave.

Fava realizar la fusidn tomdbamdos i1 ml de la solucien
#e PEG y lo afadianos a la mezcla celular durante 1 minuto,
geta a gata, hagiends que estas resbalasen per toda la pared
dal tubo mientras gue  dste se giraka lentamente. A
contireasidn, y de forma muy lenta, sa iba realizands e}
process de rehidraracion con DMEM-HT. A1, los prineros % nal
sa afadian gata » gota, de 1A misma forwma que el FEG, ¥y & la
aisma velowidad {1 ml por minuts). Los siguientes 10 ml eran
akadidea del mizmo mode pero doblamdo la velocidad
taproxinsdarente 3 ml cada minuto). E)l resto dal DMEM-HT
fhasta wn volumen Jde 4% a1} se afadia ligeramente mas
rapide, pert miespre vesbalando por las paredes del tubs
mlamiras 28 giraba el aisko lertamente.

Bn este provese de rehidratacien, resulta nds importanta
realizaria de forma lenta y suave, ue ol sstricte respato
4o loa tlempoa.

Una  ves comeluida ia rehidrasacién, los hibridea se
dejaban  a temparaturs amblentd durante 1D mirutes, tras le
que me wenirlfogakan a 1000 rpm duvante 16 ninutos Yy tenpe-
ratera  ambiente.  Tras la cemtrifugacidém, se aliminaba e}
sobremadants y los produttos da la fusion se rasuspendian en
el redin selective cque estaba formade P

* FCR-M: 20%

& EMEM-HT

* Maimsptarina (a partir 24 stock 100%
* Magrdfages: 590 edélulas por peoville

FTodo ells para el volumen necesarie pira gue al
emplacar las celulas ohtwvidrames wunm  tetal de 200,000
células y 300 ul por pocille. Asi %tras elle, se emglacaban
en 133 alcToplazas 4@ 36 peeiilos oo ayuda de uma
micrapipeta de 8 camales y puntas estériles. llavendose
dizhan placas a la estufa de mx.
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Los primerca dias no ze manipulaban las placas,
procurande abrir el incubador lo menos posible (siempre gue
gl resto del <trabajc lo permitisra) para avitar on lo
poaible grandes alteraciones en los f{actores ambientalen
{temperatura, husedad y concentracion de <0_), 1o gque as
perjudicial para el corracto desarrolle de los hibridos.

Traa uha serpana ya s padian realizar cohsarvationas
microfcoplcas  para comprobar el corecimlents de les
hibridomas, teniendo siempre una gran precaucién a la heora
da manajar las placas.

C.IE.dr Detocclidn da hibridos secretores: {Figqura ¢.3)

¥Ya a partir de loa diez dias se podia realizar un
chequeo para identificar aguellos pocillos gque poseian
hibridon producteores dg anticuarpos especifices frente a la
anterotoxina con la que fue inmunizada la rateoma ¢en euyo
bazo se realizd la fumidn.

Nosotros empleapos el sistema ELISA indirecto conmiastants en
loa siguientes pasas:

t Tapizabsmos los poclllos de las placas de ELIBA con
100 ul de una seolucidn de } ug/ml {en P23} del antigeno
homéloge empleado en 1a inmunizacién. las placas se
incubaban toda la neche & 317°C en agitacién dentre e
una camara humeda,

* 8a volcaba el contenida, ¥y ain lavar a2¢ adadiam 180
41 de uma solucidén de BIA al 3V en PBS, procedidndose a
su incubacién, a 17°'C en agitacién y an cimara humeda,
durante 1 hora.

* Sa volcaban las placag para vaciarlas y se reslizaban
1 lavados de aproximadamente 1°8 mimutes cada une  eon
PBS~T. Tras secar las placas golpsando las nmismas sobre
un papel flltro, se adadian entre 75-199 ul del sobre-~
nadante de los hibridomag incubdrndo las plagas en cAma-
ra hymeda y en agitagién durante 2'% horas a )?7'C.

* Sa vaciaban las plagas, lavandolas pestericrmente )
vecen con  PBS-T y secandolas a contipuwacién,
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Fig. £.2: Diagrama da flujo de la secuencia de pasos en el
nétods ELISA indirecto.
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Inmediatamente se afadia el conjugado consrelal
consistente en Innuncglobulinas de Conejo anti-Igh  de
Raten a wuna diluelién 171000 en PBS-T (80 @l de
conjugada por pocille} y se 1levakan las placas a
incubar a 37°'C en agitaclén y en cémara humeda durante
36 minutecs.

+ 8¢ vaciaban los pdcilleos y se lavaban las placas
entre 8 y 10 veces, adadlendese trasg secar las placas
100 nl de substrato, dejandolo reaccionar durante 38-43
minutos  aproximadamente. Una vaz dezarrollada la
reaccion, las reacciones se median en el lector automd-
tico de ELISA a 450 nm.

Ents proceso se rolizaba doa veces Con un intervalo da
4210 dias (tras cada uno do ellos se ahadian 100 ul de medie
nueve & cada pocille} para confirmar los poailles positives.

c.X1.e1 Clenacidn por dilucléd tat

Una vei deternminados los pocillos gque posalan hibridos
secratoras de anticuerpos frente a la EE en cuestion,
neceplitamos realizar la clohacién para asequrarnss de gua 9l
anticuerpe producido era monsclonal. Las clonaciones las
realizamos por el sistema de dilucién limita.

para ello el dia anterior a la clomacion calealabanes
el nupero de placas que se lban a necesitar, tenlemnds en
cuenta que se empleaban 12 pocilles por hibridona a ¢Lonar,
Ese dia se extraian de un ratén sano ¢dlulas peritonasles,
tal y como se describle en el apartads £.1I.¢., Tras realizar
los lavados Yy a) recuento, 4&& gmplacaban a razdn de 509
celulas por peclillo en 50 upl da DHEM-HT cen e} 20% da FOB-M
y hninopterina.

Tras dejarles hasta ol dia slguients en el intubsder 5]
co , se procedia a realizar la clonacién de los hibridemas
gfectuando sucesivas diluclones dobles. Asi, se tomakan 39
4l del pocillo original {(tras remover variag veges cem la
micropipeta el medlo, desprendiends da ests Sanera  les
hibridos del fondo el pocille) y se Fasaban a} primer
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pecillo de la plava de clonacion, pezclands bien al
contenido y pasando al contenido al siguiente pocillo, y asi
sucasivapente hasta completar teda la serie.

Una wez realizads el procesp con todos 18 hibridos
salecoionados, gse afadian 100 ul de medic fresco (DRIM-HT
con Aminopterins y suplementado con el 0% de FCS-M),
trasiadande lan placas al incubader. Tras 10-1% dias sze
realizaba el testaje tal y como se describid en el apartada
¢.11.4, reniends en cuenta que loaw priperos pocilles
pregsentaba us marcado sobrecrstimientd.

El pochllo positivo dm dilucien mads alta, era reclonade
por la mizna técaica una vaz ois y esta clonag¢ion analizada
de a low 10-1% das.

C.EI.f: Expansldn de los clenes:

£l primer paso, para ol cual elegiames el pocillo
pesitive oo la dilucion mis akta de la sequnda  clemacien,
cansistis am rrasladar el clon a una placa de mayores
dimenaionres, cone pase intermedio al cultive en batella,
Esta plaga vania 24 pocillos. Para realizar el process, blen
ml 4ia anterior afkadiamss 0'5 nl de  DMEM=-MT con o simn
Amineptarina y con ol 20% de FCS normal y <on 1000 wcélulas
peritensalas por pscilio, @ bilen prepardvamos la placa el
nheme dia de 13 expansidn de igual forma pern  sin
nacréfages .

Pa cumlguier caso, una ves lista la placa, tras resover
variss veves el paciliv eleglde, sa pasaban 186 sl de diche
pouillo a une de los de la placa de 24 poeillies. Tras haber
pazads tydos los clones selecciconados se afidia 1 ml de medio
MIH-HT con o sin Aninopterina y el 30% de FC3.

Tras wnes dias, y cwande el clom estaba lo suficlenteme
dezarrolilade, sfe procedia  a dar el pase a una botella de
waltivo tisular peguedia. Para ello adadiames 8 ml de nedio a
ia botellas {DMEM-MT sin Anissplerina con e} 20% da FCH) ¥
paszdbames 1 al de medis con cdlulas del hibride tras remgver
el cultive del pocilla com una pipeta y lo lLlevabames a la
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estufa, abriendo ligeramanta el tapdn para permitir ol pass
de garesn.

tras esto, voalizabames les pasas da forma idéntica,
perc trasvasande tan solp 0's ml de cultive a ia botalls
ryava y con el 15t de FCS.

Hormalmente tras &-7 passs el zlon estaba coapletanente
emvapilizada para el cultive, y podia ser expandides
wotallag mayores para ser congslade o ingculnda
intraperitonealpents & ratonad.

¢.T1.q1 Gongelacién colular:

Una veg qua obtenianoas 1a/s potellasa recasaArian  con
calulas sanan y en fasze da grecimiento exponencial  (tanto
oélulas de mialoms comg hikridomas}, procedisnps A
gepararlas del plastice con la ayudla de una pipeta y depesi-
tabamos al medio y las células en un tubks dn centrifuga.
Tras centrifugar a 1000 rpa durante 10 minutos a temperatura
amblente sa eliminaba el scbrenadante y se roapia al sedl-
mento celular agitands el tubo, tras lo que se afadtan 3} mi
da la mezcla de congelacidn (PCS aon pMa0 al 10t) en &l case
dae tratarae da células precedentes de wda patalls granda da
cultive o 1 ml si lo eran de una kotella poquena. La marclia
da congelacidn se adadla gota a gota, procurands que reaba-
lara por la pared del tubo y girands lentanente dste.

Realizado esto sa@ pasaba o los tubos de comelacidon
convenienteasnte rotulados con la jdentificacidn del hikride
¥y la fecha de congelacién, a raaén de 1 ml d& wnmedic da
congelacidén ceon cdlulas por tubo, para itnzediatanants
depositar log criotubes en un argon congelader a <827
durante 18 horas ¥ luego trasladados directanmante A
Mitroqeno liquido para su congarvacion, o nantenidmdolos a -
20°C permanentemants.

€.I1.hi Desgongelaciéns

Se axtraia el criotube del Nitregens liguigda o del

P &7
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arcen  gongelador de -80°C y répidanente se descongelaba
agitdndsle suavemente en un bako a 37°C. Una ver dascongela-
do, ®6 wvolcaba al contenido en un tubo de centrifuga y se
afadian 10 n) de DHFM-HT goth a gota, resbalsndo por las
paredes el tubo y girando este suavemente. El resto del
EEZM-HT hasta 45 nl sea afadia de forma répida. Con este
lavade intantabames eliminar al DM30, Tras centrifugar a
1290 rpa duranke 10 ninukos a temperatura amdbiente, alismind-
krames el sobrenadante y romplamcs el sedimento agitando el
tubo. Segquidamente atadianes 10 ml de UMEM-MT con €l 20V da
FCO y traspasibanos células y medio a una botella de cultivo
tigular, que llevabanos a la astufa,

¢ 1.1 Preducelén de ascitia

Para  preducir anticuerpss menoclonales em grandes
gantidades vecurrinog a la induccion de tumores asciticos en
ratenes BALR/C (nachos y hembras), para 1o que pretratdbanos
iza ratopea insculando 0'S pl da Adyuvante Incomplete de
Frewnd entrae 1 y 3 dias antes de pinchar les hibridomas,

Tras oooprobar &l estado celular por obmervaclien
diresta baje ol microscopio lhvertido, desprendfamos las
@dlulag do la pared da la betella, y las centrifugdbsmos a
1300 rpm durante 10 mizutos A temperatura amblente, vy tras
alinirar ol stbrenadanta, s4 proged{a & gu recuento, y se
raswpdndian en DMEM-NT, da tal manera que en 0'5 nl ge
amzentearsn 1-3 x 10 celulas, cantidad que ika a ser
fr2oulada an cada Tatdnm,

Traspgaadbanos las cdlulas en DMEM-HT a una jeringuilla
de 3 nl ¥y e inctulaban 9'S nl de la suspensién a cada
ratdn.

Hormalmente a partir de lps 7-10 dfas ya sa podia
Tetoger liguide asziticn, lo que haciames mediante uma aguja
a8 &7 X 25 mn IVENOJET). Otras veces sacrificabames al
animal en ver d4 realizar extracciones sugesivas. El liguide
agcitico se distrikuia en alicuotns en tubos para Eppsndorf
de 1'5 ol [EREINER) v alvacenaden a ~30°C hasta su purifica-
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c.11.41 Puriflencion y slmacenamients:

para purificar la ascitis, primaro descongelabanos lea
tubos Eppendor{, tras lo que centrifugabamos 1% mirutos en
1a centrifuga para dichos ftubos, para asi eliminar lea
materiales no dessados da la ascitis y recoger el sobrena-
dante ¢a todoa los tubosn., Tras juntarlos, conanzabames el
proceso de puriticacion proplanents dicha.

B! primer paso consistia an adadir al liguide ase¢iticy
un volumen idéntico de agua destilada y otre volumen igual
Ae Sulfato Amonico a saturacion calentads previasente al
paht maria & 100'C y deiandsle enfriar a temperatura
ambionte.

El agua destilada ze adadia sin nipguna  procaveidn
aspaclal, poniéndose la mezcla a agitar con una harrita
pagnética. El Sulfato Amdnico era akadtdo gota a gata de la
manera mAs lenta posible, y una vexr gque date aas habla
anfriado lo suficiente.

Una ver terminado @l pracsse se pasaba tado el liguide
a tuboa de contrifuga y se dejaban reposar 18 horas a 4'C,
tras lo gque ge centrifugaba a 8000 rpm durante 20 nirwtos a
10°c. Al finalizar la centrifugacién sae olininraka el
sobronadants y se resuspendia el sedimante en % ml do PRG,
pH 7-7'2, dializéndelo a 4°C durante 18 horas en al misso
PBE en una tripa de d4ldkisis ("Visking pyalianis Tubieg
nra2”, SERVA). A continuacitn se [fracelsnaba  pox gel
filtracisén a través de una columpa con resina Sephadex ¢ il
{PHARMACIA) ,

Madiamos la absarbancia de las diversas fragoiones =
280 nm y concentribamos los ploos en PEG 20490 (SERVA) tras
introducirlos en una tripa de didlisis (“Visking valisie
Tubing® 20732, SERVA).

La actividad de los pices (presencia de anblouerpos
menoclonalas) se comprobaba per el sistema ELLJA irdirecta
(ver apartado C.II.d)}. La fraccien pesitiva se distribula en
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alicuotas en tubos Eppendorf (1 ml en cada une) y se
almacepaba a ~B0'C hasta su empleo.

Ho obstante la mayoria de los anticuerpos monoclonales
fueron parcialmente purificados por precipitacicn simple con
Sulfato Aménico y didlisis posterjor, como se ha descrito
mds arriba.

C.II.k: Determinacién dal Eitulot

Determinamos el titulo y las curvas de dilucién de cada
anticuerpe monoclonal, mediante ELISA, tal y como se descri-
bié anteriorments. Se analizarom diluciones debles seriadas
de cada anticuerpo monoclonal en PBS a partir de wuna di-
lucidn 1:10 previa en este mismo tampdn. También se determi-
naren ambos factores tapizando las placas con 1 ug de EE por
pocillo (10 veces mas que anteriormente}) [81], Esta prueba
también fue realizada con ascitis, pero en este case las
placas se tapizaron con 0'1 ug de EE exclusivamente, y se
realizaron diluclones decimales de dicha ascitis en PaS.
Definimos como titulo la maxima dilucién a la que se pro-
ducia una -absorbancia = 0'1.

€.I1.1: Determinacidn de clasa y subclase de 130:

Empleamos RAM especifico para cada subclase de IgG de
ratén en la técnica ELISA descrita anteriormente. Cada RAM
se diluyé siguiendo las instrucciones de la casa comercial
en PBS-T a las concentraciones gque a continuacién se
indjican:

* IgG ¢ 1:3200
* IgG  : 1:800
* IgG a: 1:400
* Ig63: 1:800

5610 se analizd una concentracidén de cada anticuerpo
menoclonal, sequn  los  resultados cbtenidos en la
determinacién del titule.
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C.r1.mt Dotsrmimacién do reascionss eryaadast

¢.II.n.11 EBLISAY seé tratéd de determimar las poaibles
reaccienes 48 cada anticuerps moraclomal gon lwe serotipes
heveralogos en ol sistema ELISA. Para elle se tapitaren las
placas con 100 ul de una golucion de 1 wys/al da entercboxina
cruda, realizandose a continuacisn ol ELISA da forma normal,
como ha sido detallade anteriorsents.

c.11.m.2: tamunatyansfarsneiag asta téenica esta
compuasta por loa slgulantes passsr {Flgura C.3)

c.11.m. 2.1 Blactrotoreslia 1a wsloctroforssis &
realize alguiends las instrucelonss dal "Phast System®:

s+ agnfriar 1a cama de los gelas hasts los 1548, Enta
cama se encuentra en la unidad de separasian y contrel.
»  adadir 168 sl de agua destilada en la 2ona da
celocacidn de load quled.

¢ gxtrasry el gel de sy anvoltura y separario da la
cubierta protactora de plésticoe mediante la utilizacidn
de piniat.

+ deppsitar el gel ¢n al lujar correspendients de la
unidad de geparacidn y centrel, evitarde gue sa forsen
purbujas de aira al dealizar dichs gel por encima del
agua destilada, zecands postericrmente con la aywda deo
papal filtro la 2ona qua pordea el gel.

s+ colocar el goporte de lan paztilias ds tanpdn.
intreduciendc posterisysante dichas pastiklas emplsands
guantes de lAtex para no pasar protainas de las manos.
»  bpajar la unidad de electrodes ¥ conprobar gue estod
centactan con las pastillas de tampén.

» cortar un trozo de Parafilm y aplicarle sohre el
molde de las musatras con el sapleo de guantes, PATA
producir unasg depresicnes en el paratilm en las cusles
depositamos las muestras {aproximadanenils 5 ml PO
pocillo) evitande qua al raalizarle se formen Rurbu}as.
+ depositar e} peine aplicador de pnestras pobre Jas
mismas, ascendiende #stas por capilaridad (1 ul de cada
una de ellas).
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Fig., C€.2: Diagrama de flujo de la secuencia da pasos en la
inmunotransferencia.
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* golocar el aplicador de muestras en el  lugar
correspondiente de la unidad de separacidn y controk.

* realizar la electroforesis durante unos 10 minutos
bajo las siguientes condiciones: 250 v, 10 mA, 15°C y
&5 vh.

Todas las mnmuestras sometidas a este proceso ET]
ancontraban a una concentracion de 5 ug/nl si ese gel
ge iba a someter a una posterfor transfersncia. Si sdlo
ga iba a realirzar una ealectroforesis, las npuestras
{incluida el marcador de peso molecular] tenian una
concentracién de 50 pg/ml,

La detsccidn da proteinas sn el gel se reallzd medianta
2l método de azul de Coomassia. En este sistema las
goluciones empleadas actuan tiempos variables schre al

gel:

+ galucidn de teflda: 8 minutos

* golucidn de lavado/destefildo: 5 minutas
* solucicn de lavado/destedido: B minutos
* golucion de lavado/destedido: 10 minutes
* solucidn conmervadora: 5 minutoa

Todo al procese, incluyende los pasmos anteriormente
citadog duraba aproximadamente 40 minutos y se
reajizaba a 50*C.
C.13.m,2.2: Tranafarsncia} para realizar la
electroelucidn y 1a inmunodeteccion se aignid la meto-
dologia de Towbin et al. [272), con las varfantes ade-
cuadas para su optimizaclén.
C.IT.m,2.2.at Blectroelucidn: tras finallzar 1a
electroforesis se procedié a la electroalucidn,
proceso gque consta de los siguientes pasos:
* aquilibrado dal gel en el tampdén dea tranzfa-
rencia durankte 5 minutoa
* colocacion del gal sobre un soporte de madera
recubierta de papel filtro, ffjdndole al nismo
nediante chinchetas, procediendo a retirar con una
espitula Ja parte del gal situada por encima del
frente y asi misma la zoha de empaquatamiento del
princlpio del gel.
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 separagidn dal gel de au seporte plistico con
ums  cuerda de piama, comenzardo dicha separacien
por la parte del gel con mis alta consentracien de
poliacrilanida y termimamdes en la zona de
enpaguetaniants.

* aplicazien del gel sehre una aesbrana de nitro-
calulosa praviamente equlilibrads en tampdén de
transferescia, ¥y este comjunto entre dos papeles
da filtro humedetidos en tampén de tranferencia,
Teda ell® as colocade entre doa palag da espenias,
@ imtroduside em la cuketa de transferencia,
sienpre con el gel en ml lado del cdteds y la
menprars en al del Arcdo, ya gue las proteinas
migran dasde 3l pole negative al pesitive.

Isa  elewtreelucidn 88 realizd a 820 voltlos,
contiderandons terminada tras una hora.
C.31.8.3.2.2  Icaunodetwocidn: tras finalizar la
elentroalucion se separd ¢l gel do la membrana y
ga provedid o realizar el blogueo de la nisma
Iracubdndala  en  tampdn  de  blemuen durante 30
Bingtos A temperatura ambiente y en agitacidnm. La
irpunodatsceidn propiaments dicha constd de los
slguientaes pagosr

¥ jeempacidn da la memkrara durante ! horas a 37°C
¥ on agitacidn oen el anticuerps sencclonal a  una
Atlueisn  1:%60 on tampén de bloques, preparada
irpedistaventa antes de BY. wpo.

* tras el pane antarior se procedid lavar la
menbrans  J veces en 1a solucidén de lavado., Cada
Tavady durd 3 wipuytios y 88 veslizaba A temperatura
amiiente y on agitazien.

} ingubacics de la membrana en una solucidn 1:%0d
da wonjugads realiiada an tampdn da  blogquen,
durante 1 hora a 31°C ¥y ea agitacién. Sa emplod
feary  anti-inpuncglobulinas de ratdm obtenido en
apreie narcadn con peroxidasa.

* procesn de  lavade iddntics al descrite mds
arriba

* inmersicn 49 la pewmbrana en el  substrata. Esta
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solucidn se prepard momentos antes da ser emplea-
da, no pudiendo ser reciclada.

c,11.n: Determinacidn de 1a capacidad de deteccién de BB ho-
mologat

Esta prueba se realizd por el sistema de ELISA
indirecto. Para ello se procedid al tapizado de laa placas
da ELIZA con 100 ul de wvarias concentraciones de la
enterctoxina frente a la que fusron producidos los
anticuerpas monaclonales da esta agtudio. lag
concentracionss de entarotoxina easpleadas fueron :, S, 1a,
50, 100, %00 y 1000 ng/ml. Tambidén so analize el
copportamiento de cada anticuarpo monoclonal anta a
ausencia de entarotoxina, para lo que los poclilles dedicadoes
a aste efecto se raellenaron con PR5S-T. Esta atapa de tapiza-
do sufrid el mismo procesc de incubacion que el descrite
para los demds ELISAs indirectos. Cada anticuerpc monocional
fue empleado a la concentracion habitual, completandoss el
ELISA de la forma habitual.

€.JI.ft Prueba de inhibicidn de 1a unidn a la EE homdloga:

Ia estimacion de 1la afinidad de los anticuerpos
monoclonales por &l antigeno fue reallzada por ELISA
indirecte, Para ello se eaplearon placas de microtltulacidn
taplzadas con 100 sl de una solucién de 1 ugs/nl da EE.

Para poder conprobar esta caracterfatica enfrentamos
200 ul de cada monoclonal a concentracidn doble de Lo normal
con 300 pl de diversas soluciones da enterotexina ({1, 16,
160 ¥ 1060 ngsml}, para qua de esta maneraz la concentracion
final del anticuerpo fPuera la rutinaria. Come referencia se
mezclaron 200 pl de los monoclenales con un volumen idéntice
de PBS. Estas mezclas se incubaron durante 1'5S h en apita-
cion a 17'C. Tras este periodo fusron ahadidas par triplica-
do a las placas de ELISA, realizando el resto del proceso de
manera normal.

Trag la lectura, se calculd la constante de disseclacién
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(KD) mediante la férmula descrita por Friguet et al. [98),

para antlcuerpos poco purificados. La férmula es la sigulen-
te:

A a KD A

A-MN 1 1 A~ A
—x = X (1n ()]

donde A es la lectura chtenida sin mezclar con antigeno, A!
es la obtenida tras incubar con la toxina y a es la
concentracidn de anticuerpo.

¢.11,0% Determinacién de la valjdez del anticuerpo para ta-

gizar:

Praviamente se determindé el porcentaje de proteina
seguin la férmula siguiente:

densidad dptica (280 nm) 1

ng/ml proteina = x
W/u p 138 diluaién

La validez & no de un anticuerpo menoclonal para
relizar labores de captura de enterotoxinas en la prueba
ELISA se realizo de la forma sigujente: se tapizaron las
placas de microtitulacidn con una selucidén de 10 ug/ml Qe
cada anticuerpo en tanpén carbonato-bicarbonate 0'1 M pH
86, incubando dichas placas a 37'C en agitacién durante 18
h, Tras este periodo, se lavaron con PBS-T las placas tapi-
zadas con los anticuerpos, a las que se afiadieron 100 ul por
pocillo de diversas concentraciones de enterctoxina homdloga
{1, 5§, 108, 50 y 100 ng/ml}. El hlanco se realizd afadiendo
100. g1 de PBS-T en cada uno de los pocillos destinados a
este fin. Tras sufrir las placas una incubacién de 2 h,
fuefon lavadas 3} veces con PBS-T, ¥ sa de§051taron 50 pl de
suero poliqlonal'especifico para cada una de las enterotoxi-
nas homdlogas (EEA y EEB) marcados con peroxidasa a una
concentracisén de 30 ul en 10 ml de PBS-T. Estos antisueros
fueron producidos en conejos siguiende la pauta de. inocula-
cién descrita por Robbins y Bergdoll {z24], La conjugacion
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de dichos anticuerpss peliclonales se roalizd siguiends  la
rornica desarrellada  por Makana y Kawand {192], <on lan
variaciones chtadas an el apartads en el gqus dessribe la
eoaniugacion de la enzima & les anticuarpas mersoienales. Bl
coniugado  fus inoubada durante 10 min en agitasisn & 37°C,
tras le que 36 lavaruon las placas tres vedss oon PR4-T,
precedidandoss al (lenads de lea peoillos con 100 4l de  la
poiucten sabstrate, gue era idéntica a la onploada en el
ELIZA indirectn degerito ¢on anterisridad. La  lestura se
realizg dae lgual papars a 490 nfa,

c.tI.pt Conlugagién de las saticusrpsa menoelenales od pa~
roxldana:

tod  antizuerpss  mobeclonales  fuerzan coniugados won
peroxidasa da ridbano picante (H1eMA) atgulends el séteds da
Nakane y Fawael [193), oxuepto en us 8l zompleln Igf-enzlina
no  fue redusids con wmu‘ ¥y qua B¢ esplesren 10 my de  1g9
por gada 3 mq de parvxidasa en vei de una relacitn de % a 5.
Esto se realizd as{ ya qua en maestin laburatszie S8 b
dempatrade que osta reduscian de pases ne enpadra 1a smangi«
pilidad, ni detersina la aparicisn do reacclonss arazadas
[Li2}.

Brovemanta, la téonica oonsiatia en  los raseg
sigulenton:

* 5o disolvian 5 mg deo peroxidass eran disusitos en 1
nl de HACOHM ©°3 M pH @'l preparade inmedlataments
antes de sz utilizacien. A la splucidén anteriorsentie
demcrita se adadian 0'1L ml de una soluzits de flumredie
nitrobencens al 1% en alcehol absolwte (PARBEACY.

» trag agitar suavemente durante una hora a tomperatura
anbiente, se adicignaba 1 nml de Nald 0'S3 M en  agua
deptilads, continuands en agitacida durante 32 min 546.
¢ ahadia a contimwacién 1 w1l da mtilen glicad %16 H
en agua destilada, agitandose darante uma hora a
temperatura ambienta.

+ 1a mezcla se irtreducia en un tubo de dislisks tipe
8/32 (SERVA} y se dlalizaba frente a 3 1 & tampdn
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carmenata H°0) M pH 9°5 a 4°C.

* al 4ia siguiente s¢ realizaba la mezcla de 10 mg da
9 son les 5 mg de peroxidasa incubdndola 3 n a
resperatura  amblente, tiempo tras el cual se daba e}
process coan wondlulds, comqolands los inmunoconjugados
3 420,

2.51.q: MAndlists de los conjygades: (Figura C.4)

L4 womporeaniento de cada uno de los anticuerpes pono-
slesales  ooniugsdes a la peroxidasa de rdbano picante fue
dasarnsinadn  por el sistema  siquiente: tas placas de
poliestirens se tapizagen oon los anticuerpos nonoclonales
ffwe sa comporiarse de ferma adecuada en la prueba de tapiza-
#% desoeira en al apartade C.II.e0, & 13 concentracien
dederita  en dleko punts (10 wg/mlj. Postericrmenta Y tras
reabizar  la ingubarion bapitual en la anteriormenta cltada
prusha e afadiersm L% wl de texina a diversas concentrae
ademes: O, 1, 5, 12, 59 y 109 ngspl en PRG-T, las cuales
Fuswdn  breubadas durante 2 h a 37°C. Postariormente Yy tras
iavar 138 placad, oo afadleren 38 ul de una solucisn  al
L1890 en -7 de cada uen da les ponoclonales nareados,
inrehhadons 56 min A 310 vy ea agitacion, consluyéndosa el
BLE5A o la fuwea haditual.

€ TE-47 BErracelion de B8 A partir de slimentear (Flgura c.%)

Fars realizar ssta provess se siguis el ndtodo descrite
paz Balswy ¥ al. [3101. Brovementa el méteds censiste an
BaRAY 102 wl 4 g fel alimenta., A 1s muestra semindlida
tyogat ) 2o adedimrsn %9 ml da aqus deatilada, y a la solida
teadubiata; 189 ml. s musstra senisslida e agitaba vigo-
m»mmm. aienteas e }a sdlida hubo de sar molturada,
sirvienderss 28 on Yiomachar. ) Tontimgasidn 88 realizaba
WA gremipiteriin Avida.  Atustardy el P & 4'3 con ClH 6 N
o apeallen cages en gme diche valor fyera  superior. Las
Pt rad  sa oaRttifegaren A 12000 rpm durante 325 pinutes &
L trRs lom gue B despresiapa 81 precipitadn, ajustindose
#l o wonvenadanie a4 s 1'% pom Masm § ¥. Tras verificar el
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Fig. ©.4: Piagrama de flujo de la secusncla de passs en el
matodn ELISA "mandwich®.
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Fig. ¢.5: Diagrama de flujo de la extraccidn de enterctoxi-
0 nas a partir de los alimentos.

MUESTRA
100 g 6 100 ml

[ 1
{ vosUR | | tecwE | | SALCHICHA |

H20 dfst. — ——4 H20 dest.
50 m 100 m

[ MEDIR EL VALOR pH |

AJUSTAR pH A 4'5 |

CENTRIFUGAR
120?0 rpm
25 min-4*C
SOBRENADANTE
MEDIR VOLUMEN
| AJUSTAR pH A 7'5 | Mier )
—Cloroformo 10% v/vji l
- C ENTRAR 10
MEZCEAR EN AGITADOR one ul
HAGN%}}ICO SE——
1 (26 _20000]
CENTRIFUGAR I
12000 . :
25 m?n“rPrcn FILTRAR
1

SEDIMENTO . | SOBRENADANTE |

Paging 100



O TET T B 75

walumen ze anadia cloraformp (PANREAC)  para abterer  usad
concantracien del 1BY v/v, a fin de congagulr wra axtracdlés
Aa loa iipidos, meiclands todo ello en wn agitader pagmratite
durante 5 minutss, Tras una ventrifugasidsr en idéenticas
mondicivred a las antariorsente descritas, sl schrenadante
era filtrado a través de papel de filtra 4 [in 48 separar e}
cioraform da la auestra.

£l procese se  finallaaba wopceanirands 1A RHRALLA
modiante diAlisia fremte a PES 20000 (FLUKA] ea un tuba da
dialigia ("Visking Dyalisis Tublng® 38,32, SEBRYA)}, hasta due
@l valuman final ara aproximadanente 1719 dal exiginal.

¢.11.81 BLIAA BAS:

Una wez #iegidas las parejas de aniicuerpes mossdle-
nales se precedis a probar la capagidad de detecuien da
dichas parejas de todas las enterotaxipas  paor medie dal
ELISA tipe DA% {Flg €.4). Las plagas se hapizaban gsa 169 wl
de una solucion de 10 sy de antieuwerps monsslonal por nl en
tanpen carbonato-bicarbonate pi 9'6. Tras ingabarias a 17°g
durante 18 h, se lavakan } veces won PBA-T, depasitanda &
contimuacién 100 w1l  de diversas sencentraciohed da  oada
roxina (O, 0'62%, 1'2%, 2'%, § y 10 mgsal) en PAI-T. Las
placas se lncubaban 2 h a 37°C en agitasidn. Al fimalizar
esta pariodo se lavaban log pocilips 3 vedes Oon FE-T ¥ %6
afadtian 50 uml del anticuerpe mereclomal cerrespord lente
marcado con peroxidasa & una concentrazida de  1:1928  en
ppg-7, dejindolo reacecicpar durants 30 mimgtos &4 370 em
agitacien, pericde tras al cual las placas sran lavadas de
ruevn tres veces con PRA-T. Para [iralizar se shadianm 120
4l Ge substrato tal y como se desgribe am el apartade
¢.1.1.7, realizindese la lectura 3 450 mm.
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D. RESULTADOS




U 3.4

p.1. FUBIONES

En total realizamos 12 fusionss a lo largo de la
duracien de este estudio. En esta numero estan incluldas
rodas las fusiones realizadas a fin de lograr la puesta A
punto de la teécnica, creando un protocolo gue se adaptara a
1as caracteristicas de nusstro laborateric,

p.I.ai Bleccion PEG:

pProbanos 2 marcas de PEG (FLUKA y SIGMA) y doz  lotas
distintos de la marca SIGMA. cun el PEG de la narca FLUKA, ¥
sigulendo nuesatro protocalo de fusidn sa produjo al 100 % de
mortalidad celular {emplaando  exclusivaments cdlulas de
mieloma) en las dos fusiones que reallzamos, Con @l PEG de
G1GHA llevamas a cabo dos fusiones, obteniendo en anbasg
puencs rasultados, pero con la aparicien de un mayor nusere
de células muertasz an el lote luego desechado, comprobacion
realitada al observar los pocillos bajo el microacopio
invartido y ver gran cantidad de datritua (fondo dal pocille
opaco). No cbstante, con arbos lotas existia un numero dae
pocillos con crecimiento similar y cercanca al dptime obteni-
do en las fusiones definitivas (85-90 ). En ambas fusiones
1a poblacién celular fue dividida por }a mitad y tratada
cada una con uno de los lotes.

D.I.b: cogcantraoién de PEG?

Para establecer el porcentaje lideal de €O L]
roalizé una fusidn, en la gue, la mitad de la pobiacian
celular empleada fus tratada con el 40 % de PEG y la otra
mitad con el 50%. Obsarvamos que en anbos casos al numero de
pocillos con crecimiento positivo sra similar, optando por
lo tanto por &l porcentaje superior, para disponer de una
mezcla fusionante con alto poder de accion, ya gue los
efectos toxicos esperados al emplear una concentracién mayor
ne se produjeron.
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D.I.c: Egterilizacidn de la mezcla fusionanta:

-

les datos obtenidos en estas pruebas no pueden ser
definitives ya que fue realizada s la vez gue la prueha del
apartado anterior, no obstante nos decidimos por la
filtracidén dado que su preparacidn es mas corta, aungue mis
engorrosa, Y a gque la bibliografia existente aconsejaba la
uvcilizacidn de este métoda,

D.1.d: Relacidn y estadoc celular:

Se realizaron dos fusiones con dos relaciones distintas
de. mieloma;células de bazo (1:10 y 1:5)., Estas relaciches
fueron probadas las dos veces para asl evitar los factores
que influyen en cada fusidn come ente aislado. HNe se
encoentraron diferencias en el numero de hibridos obtenidos.

En las dos fusiones se emplearon bazos de animales no
inmunizados.

Otras dos fusiones fuercn realizadas con células de
mieloma en mal estado debido a un exceso de crecimiento,
produciéndese una catda en el numero de pocillos que oscilé

entre el 18 y el 37 % con respecto al rendimientn ideal
obtenido en nuestro sistema.

Es  importante el destacar gque desde gque empleamos el
medio atemperado hasta 37*C en hafio paria el rendimiante se
elevé un 10-18 ¥, si blen hasta este momento la técnica no
se dominaba por completo, con lo que podria deberse a un
mejor manajo de la fusidn.

Refiriéndonos a las células de mieloma, en uno de los
cases, Ya empleando células de bazo procedente de un ratdn
inmunizado con EEB, el no haber comprobado su sensibllidad a
la Aninopterina, nes costd el desaprovechar toda la. fusion
va que existian células HGPRT + gque craecieron répidamente
eliminanda les productos de la fusidn, A partir de este
momente se comprobd rutinariamente la sensibilidad de  la

linea de mieloma a este agente selective antes de proceder a
1a fusién,
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p.I.e1 Zliminnclon dol pedio seisctivo:

En un principie, al reponer el medio tras ser analizado
en ELISA el sobrenadante de los pocillos, sge afadia DHMEM-
fcs.  ellminando la Aminopterina, hipoxantina y Timidina de
forma brusca. En eatos casas (8 fusiones) morian el 100 % de
ioa hibridomas, debido a la presencia intracelularx de
Aminopterina, optando por Rpantenar an todos los casos 1a

Hipoxantina y la Timidina come minimo.

p.TI.f1 Emplec de macrofagos:

Al emplacar una de las fusiones con Yy sin macrofagos,
spmervamas (ue las diferencias eran minlmas en nuestro sia-
tema, y a la concentracion que empledbamos estas calulasg
(560 celulas de exudado peritoneal por pocillo). £l aumento
al wutilizarlas no fue considerado come  significativo

(3'1 V).

p.1.9: Rruebas de clenacion:

Estas pruebas se realizaron con células de nieloma o
con células de hazo, conprobando que nuestro sistema nos
peraitia la multiplicacién de las primeras desde un numaro
dag 1 ceélula por pecille, Y que las asegundas permanecian con
aspecto refringente a esa concentracien celular durante un
tiempo de 7 a 8§ dias, periocde que s¢ puede considerar el
normal para estas células.

D.I.h1 Pusjonas con bare de ratona iggunlzaaas

4e realizaren un total de 20 fusiones con xatonas
inmunizadas con las toxinas de este estudio (12 con EEB y &
con  EEA}. be estas 20, 1a mitad se perdieron por
contaminacion fungica (5 de EEB y 5 de EEA), con 1o que los
anticuerpos da este estudio provienen de 7 fugiones en el
caso de los obtenidos con EEB y de 3 en los de EEA.

Los anticuerpos empleados en este astudic aparecen
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EI o)
refiejsdos an la Tabkla D.1, donde aparecen algunas de sug
caraterintinas,

Les  mopaclionales frente a EEB fueron obtenideos en las
siquientes fusigones:

10 0B, B2, W3 S5: B#, B9
1 B ¢é: Blo, BlL)
3 B4, B 7: Bl}, Bl3, Bl

§ nirguna {suhresrvesimiento de mieloma)

En quants a lo% obtenidos frente a FEA, 1a relacién es
ia siguisnte:

3 AX, AL, A}, M 1: A%, A8, A J: A9
B. X%, RADDACCION DR AGCITIS

tos wolusensas do ascitis (tatalez y medios) gue obtuvie
men  aparesen refisjadsa en la Tabla D.2. Podemos dastacar
SR oltuviess  en ruestio estudfo un total de 366 ml de
ahaitln  pradesida en 181 ratones (tante machon  come
hanbwas), 1 gee represanta una media de 2'02 ml de aseitia
por ratin. gi restames @l minerd de ratones da log qua fue
ingasible extrasy aseitis, vya gue murleron durante la noche
YT rateresi, la media ae elova hasta 2'27 m) por ratén: i
ai@nds an astos daton incluimos el numaro de ratones emplea~
dom para produnir assitis inaspacitica (con ceélulam Bp2/0)
bum vesuitates serian los siguientes: 187 ratones, 3175 Bl de
liguide asvities ¥ 1'005 nl do aseitis pos ratén. La mdxina
media abtenida fus de 1'% pl (B2} Y la winima de 018 ml per
¥ARAm (B ¢ AS).  %n todos les lotea, el nimero de ratones a
LU 08 TR 80 lea puds oxtraer aseitis debido a que murieron
dupie 12 ravhes Fue do 3 oo mixino (B2, B?, 810, A, A6 Y
My (Tabia B3

2,81, PERIFICASION

Loz velinenes da asaitis empleades para 1a purificacion
fusron  Gastante bajos (Tabla .33, oscilands emtre un
mEHLBE BB 35 ml (Ba) ¥ um ninimo de 7 ml (BE6 ¥ AS).
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b, Redultados

Jabts D.2: Datos obtenidos en la produccién de ascitis, ¢on las varisbles que se dieron en la obtencidn,

MONOCLONAL st|nz]a:|aciusju[n[u[nImlan[uzlau[su[m]u!.«ziuias[ulniu}—sﬂm
MUMERD  RATORES 6 9 & 10 W 8 N 8 & & ¥ 7 B & T 9. ¢ 71 8 1 1
SEXO ] N H L] M IMISH SM/SH LMIAN & E 3 L] N 3 H L] ] ] L] - ] L] L}
ASCITIS fOTAL ¢mi) |20 32 20 20 27 7@ WM 17 12 21w w3 1 8 1w o Tl o g
MEDIA (mlfestén} 135 IS 33 2 27 0B 6 BT 28 15 3 2% 1B 26 1 1z 18 15 pem ELTINE U S - T
RATOMES MUERYOS (=) 1 2 g 1 1 a 2 ] ] r4 i T 1 0 ] 1 2 1] 1 2 b3 2 1
ASCITIS PRECIPITADA | 20 25 n 1‘! 25 7 25 17 13 12 19 7 h!-1 15 ] 11 171 7 13 13 ) 1w 9
PURIFICACTON P P P+C [ P P P P P L4 P P P P P 4 P P P P P Ed P+C
VOL . RESUSPENSION . 13 - e 125 5 12t5 B*%5 r 9 1 b4 -4 75 7 & 10 7 & 7 T 7 -
{ml PHSY

(T): Wamerq de ratones de los Que no se pudo obrener ascitis
Abreviaturas: P precipitacién con sulfato sménico, PeC; precipitacisn con sulfato amdnice seguide de gel fittrecidn. Mz macho, N. hembra.
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Mormaimente, %ras precipitar sor sulfats amgnizse, se
resusperdio 8l  sedinmentn  em a5, de tal nanara yua el
volumen final fuera aprexinadasents la mitad del welumen -]
partida (Tabla .27, ¥2 obatante, allo xa Eua veallzads en
todus  les  gasos, en particular en aguslias assitis  ouyps
volumsen pracipitado ara esgass (Aestavards B4 ¥ All, dwe
fueron resuspendidon en pas volusen de PBE,  ya gue prefari-
pos  tener una cantidad que nag parmitiera Bager oh SAPOTE
mimare d8 alicuotas con volumanas signifigatives. BEn edlos
cagna  loes titulos entrarsn destre 49 1o =arbal em  esta
estudio (Tabla 0.1y, slends destatabla gue el gue posela &l
ritule @Az baje (B12) no fus rozuspendids en wn  volumen
aignificativamenta mayor al sgue la porcesponderia por A
regla preestabledida, y que ¥a hoass citadse mas arriba (9 al
da 223 para 171 ml de ascikis sriginal), Aumpee el titule
habrTia oide mayor en leos ©aso3 en qua la resuspensitn 48
realizé en un volumen mayer al nabitual (a1 diluly means al
anticuerps), ne parece gue olle influya en gran nadara  an
lom titules obtenides demtxw de los nAryenas en ¢ue realiza-
pes L4 resuspansidn.

la grafica que se obtuve ¢on las absarkantias de las
diversas fracciones producidas al pasar lee antiguerpun 8t oy
By por una celumna de gel filtracion, aparese reflajsda en
l1a WFigura D.1. La astividad fue coppromada por el mdteds
FLISA indirecto, Yy <sta 5e encontrd en amihos Sasos en el
segunda pice  (fracciones 3% & 45 en 8l anticuarpe BI ¥
fracclones 1% a 44 en el B3}, lo gus sugusd 1% ml en &l
primer anticuerpa y 53 ml en el aeqgunde.

D.IV. CARACTERISYICAS DE LOS ANTICUBAFOES MONMCCLOUWALED

b.IV.at Bubslases de g1

tos resultadss obtenidas en esta prushka aparegen
rafiejados en la Tabla D.1 y la Figura D.3. Las lemturas
obtanidas para cada subclass de Ig6 aparacen reaflaiadas  en
la Tabla D.3.

£l §3'6% da lcs anticuerpes analizahes per 5% siatena
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partenaciaran a ln oubrclase Tgu (L4 48 loa 2§ ap% Luwabpas),
miontran fue el rests (16'4%) parterasiersyn a  la  subolase
Iyt . Este tanto por clents se ve madificsda a faver e
}gﬂz. g1 w519 analizanes los anbisuergss momacliomAles fydata
a 1a enteratoxing B ya iue 6 d8 lag 14 antivserped pertemg-
cterocn a la subolase civada antericosente (42794,

Las lecturas nmag altas a 452 sn astimadas sumo pesiti-
vas (Tabla D.3} pertenasieren a log momscizmales RS, A2 y AS
para la subclass Ig¢  (0'144, 714l y 47192 respectivav
mante}, mientran gue para Igh  las mas elevadas fweren £Y133
{B3), 07130 (Blly y 0'116 (A}}. Les valaves Rinimpa oonslde-
rados opao pesitives fuaren de U128 y 2'167 para Al y B4
respectivamante en 8l <asd fde I@QZB ¥ oarend (Bl oy At
(A7} para la Iqal.

D.IV. b1 Thtule:

Les  resulhados cktenidos se mueastran en la Tabla 0.3,
roma  se pueds oktervar en dicha tahla eastoa valores o62lla~
ron enrtra un ninime dea 40 para el antiowerps meeeslenal B2
y wn maxime de 1280 para leos antidusrpes B4, Ay A3, Ei
vitulo relative de cada anticuerpo monacisnal fue detarnlira-
4o por ELISA imdirects, taplzands las placas soa 03 ag/poe
cilio da EE homaloga. $Se analizaren dllusiones dubles &
partir de una decimal previa. Eate titulo fwe arbityaria-
mante establocids como el reciproge de la dilucien nas  alta
que diera una absorbancia 2 0'1 a 450 mm.

Tambien realizamos la titulocidm empleands 1 pgsposilie
da toxina. Como ae puede observar eam ka Takla $.1, 1l2a
titulos aumentaren considezablemenks., Les ninless y  1os
paximos ohtonidos oscilagen sntre li164% {antizuerpss BY ¥y
B12) y 3:40.960 (B}, B3, Bll y AS5).

Los rasultades de la titulacidn de ascitis wvigimal
centrifugada de slets de los anticuerpes frente a EES 183,
B4, B3, BY, B3, Bil y Bl4), ya que del reste ¢2 les anmti~
cuerpos toda ia ascitis habia sido empleada on la puvifica-
@16n, aparecen reflejados en la Tabla 0.1, Este anmalisis se
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0. Resultados

realizé con placas tapizadas con 0'l pg/pocille, Como se
puede ohservar, y manteniendo el mismo criterle arhitrario
gue para los titulos descritos para los otros casos, los
titulos fueron muchisimo mas elevados, lo que nos obligd a
realizar diluciones decimales en vez de dobles. Estos va-
lores oscilaron entre 1: >10 (B8} y 1310 (B4 y B7).

D.IV,c: Curvas da dilucidn:

La representacidn de estas curvas aparece ep las Fi-
guras D.3 a D.6 para los moncclenales anti-EEB con tapizado
de 0'F pg de EE por pocillo y las Figuras D.7 y D.§ para
los monoclonales produclidos frente a EEA con el mismo siste-
ma de tapizado. Los resultados tapizando con 1 ug/pocillo
aparecen en las Figuras D.9 a .12 para los anticuerpos B Y
en las D.13 y D.14 para los producidos frente a EEA.

Las curvas de dilucién obtenidas al representar en una
grifica las lecturas a 450 nm de diluciones decimales de la
ascitis centrifugada de varios hibridomas aparecen vrepre-
sentadas en las Figuras D.27 y D.28.

Todas estas curvas aparecen modificadas estableciendo
un médximo de lectura, para de esta manera ohservar la caida
en la absorbancia a 450 nm a altas diluciones, tal y come
realizan otros autores (Figuras D.15 a b.zs). Las curvas de
dilucién de asceitis tambidn fueron modificadas para compro-~
bar este efecto (Figuras D,29 y D.30).

D.IV.d: Capacidad de deteaceidén en ELISA indirecto:

Leos resultados obtenidos en esta prueba aparecen
reflejades en la Tabla D.1 y las Figuras D.31 a D.36, En
resumen estos datos muestran la unidn de una cantidad
constante de cada anticuerpo monoclonal con  varias
concentraciones de EEs empleadas para tapizar los pocillos
de microtitulacidn {100 gl de soluciones que ascllaban entre
¢ y 1000 ng/ml}. Por lo tanto- las concentraciones de EE por
pocillo serian ¢, 0'l, ©'5, 1, 5, 10, 50 y 100 ng. Como sea
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B, Resultados
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Fig. D.31 a D.36: capacidad de deteccidn en ELISA indirecto
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b, Resultados

puede observar en las Fliguras anteriormente citadas y en la
Tabla D.1, en la mayoria de los anticuerpos monoclonales
analizados existe unpa diferencia de lectura relativamente
amplia entre ¢ y la solucidn de 1 ng/ml. Dentro de los
monoclonales anti-EER tan sélo B9 y Bld son incapaces de
difarenciar la solucidén de 1 ng/ml empleada para tapizar del
blancoe en este sistema de ELISA indirecte. Alge similar
ocurre con los anticuerpos obtenidos frente a EEA, ya que la
maycria detectan la menor cantidad de toxina empleada en
esta prueba.

D.IV.a: Estudies de inhibjicidn:

D.IV.a.11 Andlisis de inhibiclién de unién a EE homélo-
ga: los resultados de este analisis se muestran en la Tabla
D.1 y en la Figuras D.37 a D.42. Varios anticuerpos fueron
inhibidos con ©'5 ng/ml (BS, Bl3, Bl4, y A2), si bien para
un numerc elevado de antiouerpos se necesité unas cantidades
mayores (> 500 ng/mk) (B12, A3, Ad y A7).

D.IV.a.2: Constante de disoccimaidn: las constantes de
disoclacién (K ) de cada menoclonal aparecen raflejadas en
la ‘Tabla D.4, donde observamos que se trata de constantes
relativamente ba!ga, sobre todo en el caso del monoclonal
B1z (0'32 x 10 M}.

D.IV,f: Reacciones oruzadas!

Para comprobar las posibles reacciones con otros sera-
tipes de enterotoxinas empleamos dos metedologias: ELISA e
inmunotransferencia, Los resultados obtenides en ambas prue-
bas aparecen reflejados en la Tabla D.1. Absolutamente todos
los anticuerpos monoclonales gue se unian a la EEB reaccio=-
naban con dos bandas relativamente cercanas (Figura D.43),
una situada en el lugar correspondiente a la EEB {aproxima-
damente 28.000 daltons) (Figura D.44) y otra de peso mole~
cular superior, con la que la reaccidn era ligeramente
menor.
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Figura 0.44: Electroforeais Sbhi-Mercaptoaetansl: Harcador de
Bajo Paso Molecular (Calle 1), EEA pura (Calle 2}, BEA srwla
(calle 3), EEB pura (Calle 4), EEB crusda (Calle %), EEQ
cruda (Calle 6), EED cruda {Calle 7} y EEE cruda {Calle 8).
¥i1 marcador de bajo peso moleacular estd fermade por las
aiguientes  sustancias noabradas de abajo a  arriba:
Fosforilasa b, Albumina, ¢vealbuimina, Anhidrass Carbdmica,
Inhibidor de la Tripsina y a-Lactcalbdmina, cuyes Pesos
Kolecularen son de 94,000, 67.000, 43.004, 19.609, 29.180 y
14.400 daltons respectivaments.
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B.¥. DEPEEMINACION DE AWTICUXRPCS YALIDOS PARA TAPIZADG

tas  antiveerpes sonoviconales que  funcionan  adecuada-
mante  comy anticuerpe de rapizado, empleando un  conjugado
policlosal, aparecen reflejades en 1a Tabhla D).

Come 24 pueds ohservar po todosa los anticuerpos mono-
pralas da eate satuwdic realizan bien la funcidn de anti-

wasrps 24 Captura. Maa blen ocurra todo lo contrarie, ya que
tas gule bres produsidos frente a EXB (B4, B7 y Bl4) y otros
tres  fronte a EEA (A%, A7 y AB) parecen adecuados =i se
ehmervar las rectas de reqrosldn (Figuras D.45 a D.50). Esgta
alectisn  ne reajizd atendlende a las gqrificag ohbtanidam  al
traaladay les dates 4 un programa de graficos para PC's
Prarvayd Sraphics”), dapdorss la recta ideal atendlendo los
#atea  intredusides en el preqrama, ento es caloculaba  la
cRgrasion  limear. Tras eato bastala con cbservar en qua
siprgrlonaled  se  poeducian lecturas proximas a2 esta recta
idmal  en tudos Los datus. En el apartado siguiente se gl
galaron pawtan gimilares.

2.%1. DETRRMINMIION DE PARBIAS EFECTIVAS

Una ved alegiden agqusllea anticwerpes monoclonales que
Bdrwiag  gumd  anticwarps de  captura, procedimos a la
swtarpisanion da ounles de log eonjugades funcionaban bien
wHn iaa sedicuerpes pepoolonales elegidos para tapizar.

Les  paredss gue fuscionaran  adeswsdamente aparecan
vefietadan en La Tabla D.1. LA Piguras que nos indicaron gue
st jwnrpes aleyir veflejan 48 muevs squallos que redceiona~
R de fores adesuada (Plguras B.%1 a D.g1). A partir de
ealie wemedln, PATY roferiress A loa nonoclenales conjugades

R La smaima parngidann, el pombre del anticuerpo fra
sauwide dal 9inbuls 6.

B suave sAle Pencioeares la mingria de las anticuverpos
preadns . Baw, BAY,  Baw, BYgx, BRI, Ris, AD*, A7 y Ams,
#2 ellaes  Forsadon  ona Pareda  adecusda con dog
#OLORErped 88 Yap)aade: Bl con B4 y Brg Y AR¥ can AS ¢
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Fig. 0.5t a D.55: prueba de cenjugado (anticuerpos anti EEB}

drhgena TR



D.56 b.57

Ty son AR

Taplzado con Al
Abdrirituturla | bl mup

[ A1
R——— . .
—— a3 g g
AN

—— AN
——ar
-
e [ . - [ =3 ] 0 0 - - )
£EA ingsnd) EEA (nofmi)
[ P — R P ——
D.58 D.60
Taplzetts con AS Topiteda con AT
Aot {#88 ronl
_—-
handt -]
= an
- as

L L ] L] - - " - 1 .
£EA ingrod) EEA ing/mi)

Tapreame aae U8 wpferd o artrmerye 4 Tamm—— v TH o pairgen 4T

— m
—_— Az
—— ay

D.61

Tapizwdo con AT

EEA (ng/m)

Tapnain amn 15 et dn aalcgn A7

Fig. D.56 a D.61: prueba de conjugado {anticuerpos anti-EEA)

1 DI I T



'8 !eguludcu

A7, De todas medos, asta prueba fue realizada con la toxina

homéloga, debiéndose comprobar el comportamiento con 1las
demas toxinas.

Por 1o tantoc las parejas posibles serian las
siguientes:

By B2t BLO*
4 BL4
¢ o | B1O* l[asi # [ B12%
A2 Al
¥ as [ a3 tar | ¥ A8 (ninguno)
agw AB*

0.vII, ELISA DAS

D.VIII.a: ELISA con parejas afgctivas:

Las lecturas obtenidas empleandec las parejas efectivas
descritas en el apartado anterior aparecen reflejadas en la

Tabla D.5, En esa misma Tabla se muestran las correlaciones
de esas lecturas.

D.VII.b: Okras combinacionea:

Debido a que tan sélo intentames formar combinaciones
entre anticuerpos obtenidos frente a la misma EE, optamos
por realizarlas también entre aguellos obtenidos frente a
EEB ¥y los producidos frente a EEA gue reaccionaban con todas
las enterotoxinas. Sélo probames aquellos que se comportaron
correctamente bien en al tapizado o bien comoc anticuerpe
marcado, teniendo en cuenta gque los anticuerpes frente a EEB
nes  limitaxon la deteccidén posible a EEB y/o EEC. Las

lecturas obtenidas en esta prueba aparecen‘ reflejadas en 1la
Tabla D.6.

D.VITI. DETECCION DE EEs EN ALIMENTOS

- Los resultados de este anilisis aparecen reflejados en
la Tabla D.7, dondes se muestran las lecturas obtenidas por
el patrdn realizade, con la correlacién correspendlente.

Este estudio fue restringido a la enteroteoxina B, dado que

Pdgina 132
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Tabla D.6: Continuacidn

CONCENTRACION A7-gi0~ AT-B12* BL-A5" BG-AT* B7-A5* B7-AT B14-AS* Bi4-AT*
TOXINA e
tra/ml) €68 EEC €€8 €ER  £6C  EEB  EEC  EEB  £eC  EE8  EEC  EEB  EEC  EEB  EEC
[ 0478 0167 527s 2113 0132 0099 0'106 04148 0138 0'142 6435F O°33% 00132 O'1IF 0199
0625 0109 00167 as2re 0126 0136 04150 D1 00195 00192 04357 BCI7B B'Z2B  D'16h 00183 0
25 0ty 0v232 00443 0392 00216 D+198  O'IAS  0'220 0203 0°210 04200 @232 0'232 0189 DD
25 or219 0306 0%455 0'223 0215 0204 0M199 OR35S DPAD 0r245 @210 0'269 0'280 0210 D42
5 0z 00367 9479 04247 04219 0358 06225 DARED  0'2:9 04250 V237 0286 0'96 0230 0'256
10 @451 0°57 581 O'311 00z D343 67321 GU296  0e2AR  O0°X32 D281 03T 03 0z 0'333
CORRELACION 0:970 00551 e Bad 01929 06%6 0957  O!961  DeAT1  0'290  OU9SR {4958 £°009  O0'E3Y  0'880 04343
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en 18 unica que pusda ser detactads con parejas de nonotlo-
nales obtenidos frante a ETA ¥ IZN. %o esscogieron tras
parejas (Ma=B9s, B=-BlIO*, A%S-AT#}, probindcea tMARidR una
wezcla O los anticusrpos AS y A7 empleada tantc como tapl-
tado como an &l pasv de conjugads,
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€. Discusion

E.I. ELECCION DE LA LINEA DE MIELOMA

La linea empleada en nuestro laboratorio (Sp2/0) fue
producida por sShulman et al. en 1978 {241]), Se trata de una
linea muy bien estudiada y ampliamente empleada. DPosee las
caracteristicas comunes a la mavoria de las lineas celulares
empleadas en la produccie¢n de anticuerpos monoclonales, esto
es, carece de la enzima HGPRT y no produce inmunoglobulinas
propias, ni cadenas ligeras ni pesadas.

Para Zola y Brooks [296), si se compara esta linea con
la NP-3, posee la desventaja de que produce muchos menos
hibridos tras realizar la fusidn. Fazekas [88) opina que
tras ser fusionada, plerde con facilidad los cromosonas
necesarios para producir inmunoglobulinas, ademds crece mas
lentamente gque las demds y la concentracién limite que
soporta es menor ¢ue otras, por lo que no la considera
recomendable. Bartal y Hirshaut (13] dicen gque es wuna de las
lineas de mieloma mas dificiles de manejar. Goding {111] la
describe como una linea especlalmente sensible a las altas
diluciones y a) pH excesivamente alcalino, ¥ en general a
todas las condiciones amblentales.

Sin embargo y pese a estas premisas desfavorables, en
nuestras manos se comportd comc una linea da facil manejo,
resistente a elevadas diluciones, gue conservaba en cultivo
continuo durante mucho tiempe su sensibilidad a la aminopte-
rina sin necesidad de dar un pase con B-azaguanina y que
producia hibridoa estakles ¥y en gran numero. Reading [216}
también coincide en que se trata de una linea muy estable,
Quizd todo esta sea debldo a que con &l tiempo hayanos
modificado la linea celular obteniendo una sub-linea que se
adapta perfectamente a las condiciones de nuastro laborato-
rio. ’

E.1I. CONDICIONES DE CULTIVQ Y CONSERVACICN CELULAR
Normalmente, mientras no se necesltaba utilizar las

células de mieloma, éstas eran mantenidas en un arecdn
congelador a -80'C, Este sistema de congelacién es bastante



B B 358010,

wis ecnndmico y coasdo que el de almavenanients em nitrdgens
laquida, ya gque en d¢sts ultime caso hay que estar muy
pardiente para que el nivel del nitregenc ho disninuya
denasiado, ya que asi na se producan variscionas de
tesparatura que afevtarian a la viabilidad celular. Por otro
lads e} sistema de almacenamiento en congelador e8 puy
sancille, ya aque disponemos de mucho mds espacio, con lo
qua  se puaden wtllizar mas apiladeres de gradillas, siarde
adenas e} accesd a los viales mucho mis ripide.

Aumeme Con este sistema podemos encontrarncs lotes de
cdlulas con una viabilidad un tante baja, nosotres hemos
desvengelado lineas con mas  de un ake de almacenamlento
a -88°C y con una viabillidad eptima (90-95 Y), =lentras que
algunea  hibridewas congelados durante poco pds de un  pes
poseian wna viabillidad ligeraments mas baja {65-70 ¥}. Rates
resyltadns ros conducen a pensar que pds que ol sistema de
almavenaniente influye el procese de congelacion, donde
coexisten varios factores, muchas veces dificiles, sl no
ippouibles, de estandarizar (estado de la linea celular en
a] wopents de la cengelacien, velogidad de adlcion de la
mezcla gengelante, tiempo de exposicidn a la nisma oln
introdugir la muestra en el congelader, etc.).

A todo eato hay que ahadir gue en nuestre laboratorie
8l oomgelader era  enpieads  para otroa  uses, no
excludivanente cosd Almacem d¢ lineas calulares, por 1o qua
era ablarto cen frecusncia y muchas veces durante un tiemps
excesivamente prolongado, ceon 1o &wal la temperatura subia
pAs da lo deseable, eon el consigulente perjuicie para las
w4lulag congeladas.

Pegs a %odo elle homes comprobado gue dada  su
sercilles, este sistema es el de eleccidn para agquellos
lakoratorios gue no dispengan de  una infraestructura
adecgada para el manmtemimiento de depdaitos de nitrigeno
liguide. <uamds se tiemen que utilizar recipientes grandes
que edmitan ena distribucien de lod viales de congelacidn,
Be deba proceder 4 un rellemado frecusnte del nitwvégeno,
puesto rue 54 trata de depdsites conm boca muy ancha, 1o que

Boqva Tl



E, Discusion

ocasiona que la tasa de evaporacidn diaria sea muy elevada,
adn sin abrir la tapa muy frecuentemente.

E.ITI. CONDICIONES DE 'TRABAJO ¥ CULTIVO
E.III.a: Contaminac¢idén microbiana:

E.III.a.1! Contaminacidn fungica: debemos sefialar que
las condiciones de trabajo en nuestro laboratorio eran
extremas. En nuestroc departamento existe una linea de
investigacidén en hongos y sus micotoxinas, 1lo que hace gue
el ambiente tenga una carga elevadisima de esporas, por lo
que las medidas preventivas debian ser maximas, Estas medi-
das eran tomadas en el sentido de una limpieza ¥y esteriliza-
cién frecuente de la zona de trabajo y del lahoratorio aneje
en el cual teniamos la zona de centrifugacién y almacén de
materiales, vy al c¢ual no podia pasar nadie que no trabajara
con cultivos tisulares. No obstante, y debido a la mala
calidad microblologica del aire, todo trabajador de esta
zona restringida, debia ponerse cubrezapatos desechables,
mascarilla desechable, bata limpia gue no podia salir del
laboratorio de cultiveo tisular y gorrxo desechable. Para
intentar disminuir un poco la carga microblana, se encendian
liamparas ultravioleta una vez terminado el trabajo, aungue
au eficiencia es nula en zonas un poco alejadas del punto da
emisidn.

El momento critice para la contaminacidén, era el
pericdo post-fusidn hasta realizar la primera clonacidn y en
general en todos los momentos en gue los hibridomas o los
clones se encontraban un periodo large en microplaca,
siempre mAs accesibles a una posible contaminacisn fungica
gue cuando estdn en botalla (el disefo de estas dificulta &n
gran manera cualguier tipo de contaminacién ambiental).

Optamos pof descartar la adicidn de cualguler sustancia
fungicida o fungistatica al medio de cultivo, tras comprobar
que no impedia la contaminacién en comparacién con placas
que no llevaban aditivo algune cen este fin.



AR

£.1X1.8.21 Contaminacidn bactarianat en nuestro caso np
tuvimos nunca un problesa de contaminacion bacteriana, bien
sea porgue la rutina de trabajo lo evitaba, o porque la
gentamicina ahadida al medio eliminaba dicha contaminacion.

£.TIT.a.85: Contaminacién por micoplasmas: se debaria
comprobar de forma periocdica la presencia‘ausencia de
pnicoplasmas, No obatante los metodos de cultivo clasica
onpleados por AOSOLros NO parecen ser los  idéness, no
encontrando nunca contaminacion por estos microorganiamos,
farece que la simple adiclén de un agente anti-PPLO al medio
ara suficiente, ya que en ningun momento tuvimos problemas
con caidag de viabilidad de cultives.

2 I cantaje 4 COIt

Hemos probado dog concentraciones distintas de €O, -]
y %Y. Anbas permitian el desarrollo celular con absoluta
nermalidad, pero con el 6% se producia una  mayor
acidificacien del wmedio da cultive cuande las células
eataban lo suficientemente crecidas comoc para realizar un
pase, <¢en lo cual el coler del medio nos indicaba qué
botellas debian sor observadas al micrescopio y cuales no.
En el gasa del 5% da €O el capbio de color era més suave y
nenes  ledicative del crecimiento celular, resaltando da
ragve fue anbas concentraciones permitian un huen dasarrollo
celular.

B.IIf.or Porsentale de FCs:

Como 3¢ describe en el apartado de material y metedoa,
nernalments B4 empleaka el FCS al 158 y en deterninades
caso3  al Y. Sin enmbargo algunos lotes de PCS de pear
calidad exigian su aporte a una concentraciéen mayor (19%
cuma minima}. Este problema se reselveria testando muestras
de FC2 previamente a gu adguisicioén, para asi elegir un lote
determinade d¢ uma determinada mavca en gqrandes cantidades.
Este, por desqracia, sélo es poaible en laboratorios cen wun
gasto alevade 2a-FC3 y con qrandes disponibilidades econdmi-

Eyginn ek



E. Discusidn

¢cas, no siendo este nuesatro caso. Esto nog sirve para re-
calcar el gque por mucho que determinade lote de FC3 sea
analizado en varios laboratorios de prestigic en cuanto a su
capacidad de soportar crecimiento celular a altas di-
luciones, este PCS puede gque no sirva en las condiciones de
trabajo de otros laboratorios con las mismas garantias que
en los gue fue probado, S5u eficacia puede verse mermada si,
por ejemplo, el medio de cultive es un poco peor.

E.,IV. PROTOCOLO DE INMUNIZACION

Como se puede observar en la Tabla E.1, gue resume las
pautas de inmunizacion empleadas por los diversos autores,
éstas son muy variadas, y por lo que puede deducirse
obtenidas de una forma empirica (aungue se haya hecho en
algunos casos estudios previos analizande los titulos
séricos de ratones inmunizades con distintas pautas), ya que

si no no serian tan diferentes.
E.IV.a: Concentraciones da toxina:

En nuestro esquema de inmunizacién, el aumento de la
dosisz es paulatino, aplicando concentraciones bastante bajas
de inmunégenc en las tres primeras inoculacionas intraperi-
tonesales (ip.) (5, 10 y 20 pg/raton), mientras que produci-
mes un salto cuantitative importante en la cuarta inmuniza-
cién ip. (100 pg/ratén). El protocole que mds se asameja al
nuestro es el de Thompson gt _al. [269), aungue estos autores
no producen este aumento tan brusco de enterotoxina, con el
gue nosctros intentamos prevocar un aumento de los linfoci-
tos productores de anticuerpos frente a la enterotoxina, en
las fases finales de la inmunizacidn, en espara de la dltima
dosia intravencsa {(iv.). '

Por un lado encontramoes autores que utilizan concentra-
ciones bajisimas de enterotoxina (1 pg/ratén} y de forma
constantes en todas las inoculaciones y en cada tilpe de
enterotoxina [156] y otros aumentan progresivamente la
concentracion aplicada a cada animal hasta un cierto nivel
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E. Discasion

(B3, 163, 269]. Bochach et al. [35] emplean una concentracian
fija en todas las inmunizaciones, paro bastante mayor gque en
el caso de Lapeyre et al. [1l56) (25 pg).

En este aspecto de las concentraciones aplicadas, debe-
ria influlr la toxicidad de cada una de la enterotoxinas y
su inmuncgenicidad, ya gque en general la inmunizacion con
enterotoxinas estafilocdcicas es dificil debido a su elevada
toxicidad [183]. Hosotros comenzamos Con una dosis de 5§ g
de EEB por animal, no encontrando problema alguno debido al
posible efecto toxico. Para la EEA; empleands un  esguema
jdéntico, y tampoce encontramos ningun tipo de efecto tdxico
aparente a la dosis antericrmente descrita, aundque esta
enterotoxina parece Ser un poco menos toxica (173) ¥y tal vez
podriamos haber aumentado ligeramente las dosis administra-
das sin problema alguno, pero probablemente sin obtener
grandes mejorias en la inmunizacién de los animales.
Thompson et al. [(268], encontraron qua la EEB era toxica a
1a concentracién de 5 pg, per lo due primero realizaron una
primera inoculacién con 1 ug, tal vez para que el animal
adopte una cierta resistencia al efecto téxico de dicha
toxina.

Iin et al. [163], utilizan unas dosis un tanto
extrafas, ya que en la primera y tercera inoculacionas
aplican 16'6 ug de EEB por ratdn y en la segunda 25 pg.

Todo 1o anteriorments dicho se reflere sodlamente a
aguellos autores que inmunizan solamente con un tipo de
enterctoxina y para las inoculaciones no endovencsas, de las

cuales hablaremos mas tarde.

En el casc de guerer primar la obtencidn de anticuerpos
monoclonales que reaccionen con mas de una enterotoxina
f173, 268), las inoculacicnes varian, ya gue &e deha pro-
ducir una alternancia en la apllcacidn de enterotoxinas.
Mayer et al. [173), para obtener un anticuerpe wonoclonal
que reaccionara con todos los serotipos conocidos de entero-
toxina, establecleron un protocole en el gque inoculaban 100
a 200 pg de EEA y EED (son enterctoxinas poca téxicas)
alternativas en tres dosis y con intervalos entre 1 y 4
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semamas. En esta pauta sl sze comenraba con EED, la siguiente
ihevulacion sq realizaba con EEA y la ultima tambien con
EEA. Lo contrario ocurria si empezaba con EEA. De  esta
pangra se trataba de eoriguerer los linfocitos productoraes
de anticuerpss capaves de reccnocer los determinantes cp-

nupes 1173},

Thompson gt al. [268] describen otro protocolo. Tras la
primera inoculacién con EE, me dejaba descansar al raten
darante 1 =84, lusgo aza inoculaban 20 uyg de una enterctoxina
haterdlega an Adyuvante Incompleto de Freund. Tras un  nes
sdicioral se inoculaban 40 ug por via v, de la primera
toxina, matandn al animal 3 diau despuds.

EL punto que si o conun a casi todos los protocolon as
1a administracicn de enterotoxina, wna o varias vecss, por
via jv. (no siempre de forma exclusiva). Aungue agul tambidn
existen gqrandes variaclones en las concentraciones, osci-
lands entra 1 wg [156] y 200 kg [173)]. Esta witima(s) dosis
pek  via Iv. gpretenden una aumento rapido de los linfocites
de intarés com vistas a la fusidén ya cercana en osom mo~
mertos (entre 2 y 4 diag después). Bohach at al. {35} reali-
zan la ultima inptulacidon por via intraperitoneal.

lapayra gt al. [156] en ciertos casos sustituye la via
iv. por la intrassplénica {fe.).

E.1V.bt ¥ia de¢ incculaeslan:

Negotres empleamos la via  intraperitoneal, con  una
dltima inyeccidn del antigeno por via intravenosa.

En  la mayoria de les cases la via de ipnoculacidn es la
intraperitensal, salvo en la ultima dosis que es aplicada
intravenssanente. En gste apartado también debemos destacar
3 Lapeyre gt al. [156], wya que la via intraperitoneal es
sustituida por la aplicacidn del antigeno en la planta el
ple.

Copo ya hewos citade antes, Lapeyre at al. (156}, rea-
lizan la ultima inoculacién por via iv. o ie., siendo esta

ke SEL T Y |



E. Discusidn

ultima mas novedosa, aungue estd descrita en principio come
un tipo de inmunizacién de dosis unica [106, 250, 251].

E.IV.c1 Hedio para la vehiculacidn de la toxina:

Nosotros utilizamos un sistema similar al de Edwin
et al. [83] quienes emplean FCA o FIA a partes iguales con
PBS, pero afadiendo una cantidad ligeramente mayor de FCAh o
FIA, con el fin de gque el efecto adyuvante se vea aumentado.
La posible desventaja de afadir PBS {debe realizarse 1la
suspensién con mucho cuidado para que esta astd adecuada-
mente hecha), se ve compensada con una mas facil apliecacidn
al animal, ya que la mezcla &s un poco mas fluida que sl se
aplica la toxina en adyuvante solamenta.

Normalmente se emplean los Adyuvantes Completo e
Incompleto de Freund para la via intraperitoneal y plantar,
casi todes los grupos de investigacidn utilizan FCA en la
primera inoculacién y FIA en las restantes, salvo en la
inoculacidén por vena. Nosotfos segquimoe esta pauta. Por
contra, Thompson et al. [269] utilizan en todas las inocula-
ciones intraperitoneales FCh. Bochach et al. [35] eliminan el
adyuvante a partir de la gquinta inoculacidn, sin especificar
el medic en gue va disuelta la EEC . Schonwdlder at al.
{236) realizan la primera inoculacidn aplicando la EEA en
forma de precipitade de alumina, mlentras que en la segunda
inoculacién por via intraperitoneal la toxina esta re-

suspandida en PBS.

para las inoculaclones iv., es de suponer que la EE
estard resuspendida en PBS, aungque no todos los autores lo
indican. Tampoco se indica en todos los casos el volumen
inoculado, hecho que también sucede en las inoculaciones

ip..

Lin et al., (163) ademas de aplicar 25 pg de enterotoxi-
na por via iv., Adinyectan 15 pg de lipopolisacdrido, tal vez
con la intencidn de potenciar la produccicn de interleuquina
2 y con ello la proliferacion de linfocitos y del sistema
inmune em general.
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E.IV.4: Intarvalos entrs incculaclones:

Les periodos de descangoc entre inyeccien e inyeccien
son bastante variables. Schonwalder et al. (236} dejan los
intervajos mas cortos, ya que llegan a inocular 2 veces
genanales durante 4 zemanas. Aparte del caso antericormente
citado, los 7 dias que dejamas nosotres entra la primera vy
1a megunda incculacidén y entre ésta y la tercera parece ser
al tiempo mas corte, ya que Thompson ef al. [269) dejan
intervalos de 10 dias, aunque al referirse en un trabajo
pesterior [266] a dicho protocolo, cita intervalos de wuna
semana. El pericdo de reposo nas largo lo dejan Meyer et al,
71731 al separar la sequnda de la vltima inoculacidn 108

d148.

besde la ultima inoculacion hasta la fusidn, se deja un
perindn gque oscila entra loa 2 y loa 4 dias como limites
inferior y superior, periodo en el cual la divisién de
linfocitoa especificos es maxima, con lo que l1a fusion se
va favorocida.

E.¥. MISION

¥uestro principal ob)etive desde el principio fue @l de
establacer un protocolo de fusicn lo mas sencillo posible y
con ua @levado rendiniento, entendliendo por esto el obtener
uh gran numero de hibridomas. Por todo elloe desecharmos desde
el principlo técnicas sofisticadas como la elactrofusién o
1a clonacidn por FACS. En anbos casos se presentaban otra
serie de dificultades como aran el slevado coste dal aparato
para  clonar o la necesidad de construlr un aparato para la
¢lectrofusidn, aungue existan comercializados.

Con  eatas premlsas, nos decldimos por el emplec de
técnicas cldsicas, que fuercn adaptadas poco a peco a
ruestras condiciones da trabajo. Por desgracla, como en casi
todes  los laboratorics, este proceso se realiza por medio
del tipico metodo dal “"ensayo y error®. La adaptacien de la
tecnica de hibridemas a lag peculiaridades de un grupo de
investigacion y su entorno de trabajo son por lo tanto

Bpgiag T4
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largas y costosas, no exentas de disgustos. Adends, muchas
decisiones pueden conllevar retrasos an la puesta a punto de
la técnica, sin poder en muchos momentos encontrar los
fallos cometidos. A todo ello se une el que los resultados
dependen de la calidad de los productes empleados, € inclusc
en muchos casos (PEG, DMSO, etc.) del lote empleado. EN
definitiva, la técnica de hibridacién tlena una dosie
elavadisima de sempirismo gue hace que ningun laboratorio
emplee una pauta igual a la de otro, por lo que en muchos
casos los resultados no son comparables. Sln duda se debe-
rian estudiar seriaments todos los factores qua influyen en
el proceso de obtencién de hibridomas, aliminando ciertea
topicos que se arrastran desde su creacidn, universalizando
la técnica los mds posible. :

E.V.a: Preparacién de las células para la_ fusidnt

En primer lugar hay que destacar la necesidad de
disponer de células de mieloma e&n estado de c¢recimlento
activo y con aspecto normal, es decir refringentes al ser
observadas al microscopio invertide, con una morfologia
constante y adheridas al fondo de la botella. Las células no
deben formar un tapiz muy uniforme, ya que en este nomento
emplezan a daesprenderse, Por lo tanto es preferible utilizar
mas botellas, <que dejar gue las células se multipliquen mis
para asi disponer de un numero gsuficiente. ElL utilizar lotes
de mieloma en estado no dptimo, as decir en fase
estacioparia, supone en nuestro caso una caida en el numero
de pocillos con crecimiento positivo tras la fusidn entre un
13 y un 37%. No obstante, teniendo en cuenta gue cada fusién
representa un ente aislado, es muy dificil achacar al estado
celular todo el efecto negative en el resultado final da una
fusidn. De las dos fusiones de prueba reallzadas con un
sobrecrecimiento de las células de mieloma, en una de ellas
obtuvimos 186 pocilles positivos al crecimiento {de un total
da 384) (48'4%) y en la segunda 448 de un total de &72
(66'6%). Esto representa una disminucién considerabla si
tenemos en cuenta que la media habitual oscila entre el 85-
90% de pocillos con crecimiento positivo.



L W05 e -

E.V.u.11 lLavado celular: con este proceso tratamos de
eliminar sustancias que pudieran entorpecer o dificultar el
desarrolle normal de la fusion, El lavado de las ceélulas dg
migloma pretendia eliminar la presencia de FCS, vya que gg
agsunz que la presencia de suers en la mezcla celular que va
a ager fusionada proveca la precipitacién proteica cuando se
ahade PEG, aunque para Zola y Brooks [296], esto no repre-
genta problens alguno. El lavado de las células de bazo
tenia como objeto el eliminar la solucldn de lisado de
cdluias rojas cue nosotros empleames (ver mas adelante), asi
cone reston de grasa y otras suatanclas gue podrian Impedir
una aceign eorrecta schre las calulas,

®.¥.a.21 Temperaturar en nuestras primeras fusiones
pAra puesta a punto de la técnica de fusion no realizabamos
control de tepperatura, en tanto que tampoco atemparabamos
8l medie de cultivo para los pases nornales de las celulas
de mielema. HNo obstante, al disminuir la temperatura
azhiente en invierno, la viabilidad de los pases enpaord
Bbastarte, tenignde en cuenta el aspecto que mostraban los
cultives al observarlos al microscopio. Tras proceder a
calentar los frasces con medio a 37°C en un bafo maria vy
ebservar la vuelta a 1a normalidad de los cultivos, procedi-
mes A aplicar este cambio a la técnica de fusién observando
un ayments en o1 minerv de pocillos con crecimiento positive
f19=19% de aunento).

dunque muches autores describen gl pantenimianto de
tedas las sustancias y células gue van a gser empieadas an la
fusién en hiele [101), parace mas légico el situvar todo ello
4 uma temperatura gque aseqgure la maxima viabilidad celular
t31°C).  Fazekas y Geheddegger [91) desmcriblercn el  efecto
periudicial del mantenimiento de las células bajo la accién
28l hiele hasta que éstas fueran empleadas.

Otres autores realizan la fusién a temperatura amblente
i91. 296} con el fin de evitar los problemas con respecto a
ta asterilidad que ocasicna el manejar un bako termomtatico
que  mpantenga células y medio de cultive a la temperatura de
3T*C.  Nosotros .no tuvimos problema alguno respecto a  este
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punto. HNo obstante Zola y Brooks [296) no enceontraron una
mejoria importante con el empleo de medio atemperade a 37°'C,
aungue nosotros Ccreemos gue de esta manera se avitan las
fluctuaciones de temperatura gque ocurren eatacionalmente,
con lo que logrameos estandarizar la tdcnica, Esto es impo-
sible si el proceso se realiza a temperatura ambiente,
aungque en nuestro case existian momentos en que rompiames
esta constante al centrifugar a temperatura amkiente.

E.V.a.3: Lisis de eritrocitost la lisis de eritrocitos
no intentaba sinc disminuir el nimero de células contaml~-
nantes, entendiende por ellas a aquellas que 7o hos
interesan para la fusidn, para de esta manera aumentar la
frecuencia de contacto antre linfocitos y mieloma por una
simple disminucién del numero de oélulas de bazo no
deseadas. Naturalmente, no podemos psnsar gque los eritroci-
tos iban a desaparecer totalmente, pero si en gran nuimearo.
Aungue Fazekas [88] se opohe a introducir un proceso de este
tipo por aumentar el riesgo de contaminacidn, el tratamiento
es muy sencillo y jamds hube contaminacion por este paso.
Nosotros no tratamos de eliminar otros tipos celularas vya
que para ello debiamos recurrir a técnicas mas complejas,
que irian en contra de la sencillez ¥y rapidez de la técnica
gue buscabamos dasde el principio, ya que podiamos haber
recurrido a otros métodos para eliminar los eritrocitos
{187, 188], Goding {111] considera este paso innecesaria.

E.V.b:_Agenta fusionante:

La gran mayoria de los investigadores que emplean la
tecnologia de produccién de anticuerpos monoclonales utiliza
como agente fusionante el PEG. FEn principic el pesc mole-
cular de esta sustancia parece irrelevante [111] aunque éste
dependa tal vez del protocolo empleado [284]. Para nosotros
influye mids el lote de PEG empleado, ya que la toxicidad de
esta sustancia varia mucho de un lote a otro ([1ill1). De
hecho, en nuestro laboratorio dos lotes distintos de PEG de
la misma marca (SIGMA) y peso molecular dieron rendimientos
muy distintos a la hora de producir hibridomas. Ia ventaja
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da encontrar un buen lote reside en que si este se aAlmacena
corractamente puade durar mucho tiempo en condiciones épti-
pas en cuanto a la efectividad en la fusian, ya que el gamto
de PEG por fusion es muy bajo. Nosotros también encontramos
diferencias entre dos marcas {FLUKA y SIGMA}, vya que a
similar peso moclecular, la primera daba un rendimiento de
hibridacien nulo, debido sin duda a la elevada toxicidagd del
mismo ya que la téenica empleada era la misma. Realizapos
estas comparacicones de PEG (marca y lote} fusionando
ex¢lusivamente celulas de mieloma (Spi/0) antre si y compro-
bando nds adelante su viabilidad por una simple observaciaen
sicroscépica en placas de microcultivo. Con la marca lueqgo
desechada (FLUKA, PEG 1.400) todas las células aparecian
meartas al dia siguliente. Con el de la marca SIGMA en todos
loa pocilles existian celulas vivas y multiplicéndose acti-
vamente aun en el peor de los lotes. En dicho lota el
aspecto de los peclilles bajo el microacopio presentaba mayor
cantidad de detritus, debids sin duda a una mayor mortalidad
gelular, aunqgue hemos de remarcar gue aparecia crecimiente
en tedos loas pocilles. No pracedimos al recuento celular de
lag poelilos por 16 gue no pedemos dar datos, aungque para
nesstres paraecid suficients el mero andllisis visuval, Al no
naber analizade otro lote de Lka marca FLUXKA, no podencs
asegurar gque se trate de un PEG inadecuado para la fusién,
ya gue pedia tratarse de un lLote en mal estado.

Loa pesos moleculares empleados en los diversos traba-
}ea publicades cscilan entre 400 y 4.000 {91, 101, 111, 203,
2343, Aungue come ya hemos citado antes el peso molecular en
principlo es irrelevante por si misme, los de peso molecular
nig bajo aon mAm tdxicoes o impuros [88, 91). He obatante sl
rarze de pesd molecular mds empleado ss 8l que oscila entre
1.500 y 4.000 [304].

Aumgae muches autores preparan con antelacien y  en
grandes cantidades la seicla fusjonante, nosotros preferimos
prepararia  juste el dia que iba a ser utilizada, ya qua
supenia poco trabajo extra.
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®.Y.b.1t Poreantaje da PEG: ia conmentracion tipiva de
pES onoila entre el 10 ¢ el 80 % (FsV] rag, 134 ), awumdgpon
peualmente ae enples el 59% [88, 208). Eate porsentate pe
cpng Lgue pasarde ura detarairada sartidad  de VEG ¥
digsnlwiends ¢sta con un volumen jguwal al pass de DWEW o oipp
medio de wultive o tazpsn, sierds Pecasario #alesdavin para
pader homogenalzar la muestya. Por 1o Banto, ropaterss Traka-
jamas 6n la gua 8o conslders maAxime goncentragion da PEG gque
soportan las cdlulas, ya fue por encima la Todinidad en wry
alavada [11%7.

E.V.b.21 Eaterilisacidn e la mazcla fusiepastsx  nos
decidinos  por una eatacilizasidn por Liltracidn ocomn  Bayew
atros awtores (76, 130, RUG), ya gue la estemiliEaaidn pow
autsolave puede aumantar la cantiftad de aldehidos a2 el PRG
{1303, 1o gua limita la efectividad del nises coms  agente
fusionanta. El unico problens gue supops el esiteriligar la
mazicia fusionants por filtracicn €9 gue la meicia de PES oo
MEM Aaba sstar callenta (unos 4%-59°0F en 03 mosewts da  la
tlltracion, ya que ai deldramos que se enfriaca, ek filtre
pedria remperse al ser la mazcla demaslade viggesa gomo para
gpy eaterilizada por sste mareda.  Por 1o tante, uma VR
calantada la nezola deke per esterilizada rapldasesta para
evitar el problema anteriermante mencionada, io gua 200
ghliga a tener o) material preparade para no  dilatar ta
operacion. ©Dste ne putederia si #e wtilizera la estariiiza~
clén en autoclave.

E.Y.D.31 Tiempo da exposloidén a 1l mezela (usicmanta:
el tiempe de exposicion celuiar freate al FEE parede say
critice [298], ewpesicionas mayores a 2°'5 mimutos redusen
drasticamente la eficacia de la fuslén {1%8). Ezte puesde
debarss a clertas caracteristicas de las seluciomes da  VPEG
al 50%, ya wue ne trata de una asluzite hipotdémica ante la
que lap protainas pragipitan, dafande las células 1amay.
Por 1o tanto, la expesicien fremte al FPES debe sar Gorta,
determinandoss este pariede por un soRpremiss eatre la mdxa-
na eficiencia on la fusien con wn gradoe de dade auaptabie
[296]. El pericds da aceisn del PEG suele eptablecerse en I
minuto, afkadiends en aste tiewpa 1 mililitre de este prae-
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duckn goata A gota y girands suavementa ol tubo donde ae
arcugntra ja metcla celular. No obstante esta adlcidn guave
y en poco tiempo del PEG no parece ser tan importants como
314 rehldratacién posterior en la cual diluimos poco a poco
1a sustancia favoregedora de la fusion calular, deteniendo
ast su acecion (150, 152). Para Fazekas y Scheideqgger [91] y
Lane ([1%0) el periodo optimo de acclién del PEG es de 90
pegqundos, ya que con este intervalo se obtienen un ndmere
mayor de hibridemas. Ninguno de ellos trabajd con un perieds
de gxpusicién menor come nasotros hacemos.

il proceso de dilucién anteriormente citade es critico,
¥a qgus wna adicion depasiado rdpida del medio rehidratante
a3 dafdina. En eate moments ss muy probable que las  células
agregadas  qgue tal vez sa fusionaria sean disociadas por un
trarasiento extesivamente vigoroso [296). Si por cualquier
raidn se gquisiera disminuir el rendimiento de la fuslén, es
decir obtenar wn manor pumerce de hibridomas, basta con
realizar una rehidratacidn mds répida de leo normal. Cuanto
mds répids sea, monor serd el numerc de hibridos obtenidos,
hacho que a veces o8 \til, pues manejar un elevade ndmero de
hibridonan o3 muchas veces dificil si la infraestructura del
laborateric s peguefa.

B.V.or ¥ansle d 1na c4lylss LRA2.Ja fuaién:

o  debamos olvidar que en este momente los hibridos
rezidn  forsades mon una poblacidén celular muy sensibla y
delicada, por 1o que debe ser manejada con guavidad [206],
avitardo mevimlentos brusces del tubo en donde se encuentran
izs  celulas. Tras la fusien dejamos en reposo el tube du-
rante wnow 19 mirutos & temperatura ambiente, con el fin de
favorecer 13 formacion de heterccariones, procesa Bas lento
gua el de aglutimacion gelular y fusion de membranas que
Brovocs el PES. Tram este tiempo podemos proceder a la
ceatrifugacion d¢ lam células.

Zola ¥ Brosks {294) aconsejan retardar un poce el
provess  da certrifugacién y posterior resuspensidn de las
uélulas,  3in emhargs, estos autores realizan un simple
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cambio de mediec para eliminar PEG y DMSO {disminuyendo de
esta forma su efecto téxlco) y luego gitvan las células en
una placa de petri en la estufa durante 1 a 3 horas, HNoso-
tros entendemos dgue nuestro sistema es equiparable a este,
pues este periodo lo pasan las células en las placas de
microcultivo, en las cuales van a permanecexr 18 dias aproxi-
madamante Yy creemos qﬁe tras los 10 minutos de incubacidn
las células pueden ser sometidas a una centrifugacidn sin
problema alguno. Incubaciones largas prolongan excesivamente
el tiempo esmpleado en la fusisén de forma innecesaria.

E.V.d: Relacidn celular:

parece ser gque el éxito de la produccién de hibridomas
depende exclusivamente del numero de células de bazo emplea-
das, mientras gue el numero de células de mieloma utilizadas
es irrelevante [287]. Muchos autores proponen una relacidn
mieloma=baze 1:10 [14, 101, 286], mientras gque otros emplean
una relacién eguitativa (1:l) [76, 91, 202). Nosotraes
empleamos una relacién distinta (1:5) gque, como comprobaron
Westerwoudt et al, (287}, produca resultados eguiparables a
jos obtenidos con la relacién 1:10. Para nosotros la utili-
zacién de 1 célula de mieloma por cada 5 de bazo, conlleva
la ventaja de que asi disminuimos 1a frecuenclia de fusiones
no deseadas al aumentar el contacto entre células de mieloma
y bazo, en tanto en cuanto hemos aumentade al numero de
células de mieloma. No obstante, con ambas relaciones
encontramos un repdimiento de fusidn jdéntico (85-90%),

Aunque como hemos cltado antes, lo importante es el
rumero de células de bazo presentes en la mezcla celular gue
vamos a fusionar, Fazekas {88] cree qua cualguier variacién
an la relacidn 1:10 hace que al experimento fracase, aungue
deja bien claro que esta relacién es debida tan solo a qug
una botella de cultive proporcioena aproximadamente 10
células de misloma, mientras gque de un bazo podemos obtener

unos 10 leucocitos.

En cuanto al recuento celular, nosotros determindbamos
el nimero de células viables mediante el empleo de Tripian
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Azul gue, aungque no es el metodo mas exacto {111}, sairve,
aumgue sdle sea de forma aproximada,

B.¥I. SBELECCION CELULAR Y CULTIVO POBT-FUSION

Este o2 al periodo mas <omplelo y dificil dentro de 1a
produce ion da anticyerpos monoclonales [296). Los productos
resaltantes da La fualsdn son gendticamenta inestables, y por
le tanta @n los primeros dias se pueden perder varios
CUENGRDDAS .

2.9T.a1 cyltive:

Existen principalmente dos formas para el cultive de
lna prodectos de la fumidn: placas de 24 pocillos con wna
zagacidad de unoa 2 mililitros de medio de cultivo en cada
wne de alles [191, 1%8)] o en placas de microcultivo de 96
posilins oon unes 5'2 nililitros de capacidad (76, 83, 163,
21, Low ponllles mas pequefon posean la ventaja de que la
mayeria de lea gque pesesn cracimiento tendrdn una  Jdnica
eplenis |3 manuds eguivalente a wn clon), pero con la
dagventaja de gue ol volumen de sobrenadante disponible para
davtacs ion on puy peguedo [14, 111).

Em nuestro casy, distribulamos las células en un nimarc
aproximade de %16 por pecillo (en placas de 96 pocillos)
an 108 wl de medie zelective, valores similares & losg utili-
iadus por atres autorss como Bdwin et al. [83) (2x10') y Lin
ab aj. [183) (12 1, avpgue tanmbién me pueden adadir mids como
bacen Ot y Havsenberyg [302] (10 ). Otros autores emplacan un
rasare mener 44 celulas 2i tenemos en cusnta gue lo hacen en
peailles de 2 ml de capacidad con lo cual en respecto al
velumen enpleadn la relacidn es desfavorabla. Lapeyra etal.
11%4]  distribuyen 1'Sx18 cdlulas en cada uno de los 24
parilles.

Con muestro sistema entre el 85 y el 0% de los
peoillos presentaban ¢opo media crecimiento positivo tras la
oEsarvacion al microscepio invertido {80 a 90 pecillos por
Blaga), aun@un no era muy extrafe cksarvar cracimiento en la
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totalidad de los pocillos de una placa.

B.VI.p: Madio gelectivo:

Debido a la deficlencia enzimdtica que presenta nuestra
linea de mieloma, la eliminacién de células de misloma no
fusionadas o los hibridos mieloma-mieloma, se debia realizar
por el sistema descrito por Littlefield (164, 165] que
incorpora como agente selectivo Aminopterina, mientras gque
Hipoxantina y Timidina permiten la creacidn por wvia exdgena
de dcidos nucleicos. :

La aminopterina puede sustituirse por el metotrexato,
compuesto afin a ella, que posee las ventajas de no ser
fotosensible y ser menos toxico [123}. En las pruebas reali-
zadas en nuestro laboratorio, el rendimientc en la pro-
duccidén de hibridomas fue igual utilizando un compuesto u
otro, siendo por lo tanto la fotosensibilidad la unjca
ventaja <con respecto al metotrexato, problema facilmente
solucionable y que no supone otro engorro gque el de utilizar
recipientes opacos o envolver los que no lo sean en papel de
aluminie u otre recubrimiento gue asegure la oscuridad.
Nosotros nos decidimos por la Aminopterina debido a que, de
los dos compuestos, es el dnico analizado por la casa SIGMA
para su empleo en cultives tisulares,

Los hibridomas crecian inicialmente en HAT vy se reali-
zaba la primera clonacidn en este medic, Nosotroes probamos a
realizar eliminaciones bruscas de HAT, comprobande guea el
100% de los hibridomas sometidos a este procesc morian, poxr
1o que decidimos omitir la Aminopterina y mantensr la Hipo-
xantina y Timidina, lo cual no supone mis trabajo ya que
estas sustancias se ajiaden al fabricar el medic de cultive y
evitamos de este modo la pérdida dea alguno de allos, ¥y
eliminamos ademis el engorroso proceso de diaminucién pavla-
tina de Hipoxantina y Timidina del medio de cultive. 81 tras
realizar la completa elimipacidn de las células de miesploma
retirabamos todos los componentes del medio selective (Hipo-
xantina, Aminopterina y Tiwmidina) los hibridos morian répi-
damente debido a que la Hipoxantina y la Timidina son utili-
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1ada3 de una forma mas rapida gue la Aminopterina, con o
cual al quedar rasteos de esta intracelularmente y carecer
lag celulas da Nipsxantina y Timidina, neo pueden emplear ni
la wia principal nl la de salvamento para la sintesis de
scides nucleices (296)]. Por lo tanto las celulas deben
mantanarse en WY, Tras renovar el medio de cultivo variag
waced, la concentracion de Aminopterina ha disminuide 1o
sutficiente cono para que la via principal de sintesis pueda
entrar en funcionaniente, «<on lo que la Hipoxantina y 1a
Timidina pueden ser aliminadas del medio de cultivo, Esto
dakhe realizarse poco a poco, ¥y aun asi muchos da 1os hibri-
dopas  mo 3o acostumbran a la ausencia de estos componentes
egn 19 ¢wal mueren, por lo gue es aconsejable mantener los
eultivos an aedio HT [296).

En  eatgs estadios tempranos no debs procederse a  la
reavvacidn {recuente del medio de cultive, ya que el FC§ no
asle ne  eatimula la proliferacién celular sino que al
Gontrarie, La inkibe [284]. Nosotrcs np realizdbamos cambio
alguny de nedic hasta los 19-10 dias tras la fusion, en que
realizdbamas ol primer anslisis de las placas. Esta ausencia
48 oanbie Jde medic en loa primeros dlas, junto con una
mirima manipulacién de las placas, evita que se separen
wélulas de la eolenia original y asi observarlas  al
nicrostuplo podemos hacerncs una idea del numerc de colonias
et oxipten desds el principio. $i observamos una s8dla
#oleRia,  seyurapente %e tratard de un clon, hecho qua no
evita el realizar las pertinentes, y por otro Jlado
morasariag clesaciones. Por el centrario, sl se obzmervan 2 o
mas colomias (da muy diferanta tamafdo ja payoria de las
vecss] nD gulere decir gue no precedan de la misma célula.

Algunos auteres pesponen la adicion da Aninopterina al
Bigeinnte dia tras Ia fuslen [14, 101, 156, 173, 202]. o y
Werzembarg [2302] reallzan un aumento prograsive de la
soncentravien  de Amiropterina a partir del dia siguiente a
ia Capitn. La adicien directa de ia waxima concentracidén de
Aminopterira 42 wajores resvltadog, ¥a gue no sole el nurero
4s hibrides supervivisntes es mayor, sino que las colonias
aparesen antesy [417.
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En ruastyn provocnlo siempra se owntespld la adiaite de
1a maeina concentracign 40 aaivapterina el dia da 1a fualdm.
Hopntiod  Si0Dpre  PERsanhs  gue Ae 03%d sanera  actwdbangs
rapidanente aubhra la poblaciss w2 laporevante a sliinisar, el
mialnma, gwe  pUase una aivtiplisacion rapida. A3l aiagmen,
padria  attuar da  forma segative  sobre  les  PlGTiden  aw
desarralin  commualends pubyianies da forsa sigpiflcativa af
asts peblackan  futra mey granda ar origen, dePplde A wns
funion deticienta.

%1 a los pocos dias (1 2 4] apareven toekas Lled powiliss
vl wh eoloy  emarilie intengo, ¢ al nbservaArls L3
aleressopis =26 vo toda La syperfi<ia @0 lea wivbps oo Sn
vapiz demsn de células, guiere davlx e la selepeldn ha
fallads con la que las cdlulas de4 sleloma %) =% 1
multipiicads sebrepentendose a  les Ripeidenas . Eatm
proless  se nas prezentd una edla wez y fue debide a 1a  nw
eompropasian  de forma previa de la sensibilided del mielemn
a la bmleapteripa. Ba eatos cassd wo gueda otre resedis gue
denachar toda la fusion. Rate fallo ez dablde biev a gue He
haya estregpeade |2 Aminoplevima o Biem & pue la limea da
nislona haya salrids upd reversidn por pa habey deda un pasy
previo en meldis de culbive goo 8-AZaguaning.

B.VI.er Bopien dn células “Feadar-Lavaz™:

Hoaotros sieapre afadimea eatas odlulas ftras 13 fusies
y en las posteriorsy clesaciones, debida a yue of osas fagen
las  c¢dlulas sa epcuaniran an nepentss arivlions ya goe esthn
may dilwidas. Las cdluilas ubilizadas on fodey lod  oxpei~
mantos fuaron mavrefages procedentes Se lavady peritameal. a
una corcentracidn  de %08 célulan per poeille. dungue la
irnlusicn A2 estas cdlulas o de sustitetives s;m  forma  de
favtores solubles ey cengiderads mudlas veoss  IonAcsseria
(291, 294] eatd clave guwe cuards 1as condlcionss del asperi-
mente no  #on las ideales. estas odlwlas o CasEoded  Son
imprescivdiblea. Hosctros optases por sfadivias, debido a
gae creenos gue os muy Jifigil costemlar tudes loe  faetoges
gire  influyen en ¢l desarrolio calslar y gue son  delermi-
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nant®&s ean astas fases. Por elemplo, si &l FCS gue vamos a
emplear en [a fusicnh ne ha sido estudiado en las condiciones
pheat-fusién que se dan en ol labaratorio en cuestidn, pueds
BEr que no aea capag de soportar el crecimiento celular a
altas dilucionga. For lo tante sienmpre a5 aconaejable afadir
esta tipe da calulas, que ayudan con la produccién da
tacesresm solubies al crecimiento de losz hibridos. Fazekag y
Sehaldeggar [91]  ostan a favor da la utilizacion de estas
calulas debids a que sin ellas los resultados son muy varia-
Blas e una fusion a ctra, nlentras gue si se emplean los
resultaded aon sanstantes.

Nosotros tan dole hicimes una comprobacidn del afecte
#m  nuwestras celulas e macrafago sobre los hibridos an
dasarrnllio. Este ze realliio eaplacando la witad de una
fugisdn con la presencia da dichos macrofagos, y la otra
mitad sim alles., Loa resultades en aste caso indican gue no
son redesarkios para &l correcto desarrollo de los resuitados
da ia fuaien, ya gue aungue en esta prucba obtuvimon méasn
hibridomas por plava en las gque utilizames npacréfages, la
diferencia wo fug considerable (1'15 § mas), ya gua obtuvi-
mos wra media 48 90 pocillos por placa empleando macrofagos
(22775 %, wmientras gue la media al ser omitidos disninuyd
hagta 87 (99'&4 k). Wo obatante, optamos por segulr ahadlendo
aste  tipo de células ya guoe no estabanos sequros de qua 8l
par  ewalguler cauda alguno de leg factores concurrentes en
1a  fusidan fallara, los wmacréfagon pudleran ayudar a
aslwentar dicha gituacion nediante al aporte de factores
anluhlon.

e eatre lge puchos tipom de células eppleadas a  tal
fin destatan lea timecitos {5, 74, 161, 202}, cdlulas de
bazy procedestes de raton no inmunizado [34, 296] y macrofa-
gos paritorseales [91). Hosotros nos decidimos  por estos
#ltinmes debide 3 su Yacl) obtencidn en comparacidn con los
primerss ¢y A gue 2% se enplean log segqundos g aumsnta la
cepoentraciién da  inwunoglobulinas inespecificas al  estar
presentes »muchos linfegites B. Esto podria crear [falsos
positives a la hora de la deteccien de hibridomss pro-
ductores de apticuerpos especificos.
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Hoy en dia se conocen una serie da factores solubles
gue permiten la sustitucidn de estas cé&lulas, Estos factores
son muy utiles y efectivos, mostrandonos que la funcidn de
las células "feeder" no sa debe tan sélo a su mera presencia
numérica y a la eliminacivn de detritus., Sin embarge, esta
dltima funcién desaparece si empleamos factores solubles
como promotores del crecimiento celular. Otra de las
ventajas, a veces mnuy importante, de la utilizacidén de
macréfagos perltoneales es su economia en comparacidn con
cualquier factor de crecimiento comercial,

El mayor rlesgo gue corriamos al emplear macrofagos
peritoneales, era gue al chtenerlos y prepararlos el mnismo
dia de la fusidn, era imposible saber si los anadismos
contaminados o no, Este riesgo es minimo s3i se emplea un
raton sano ¥ toda la manipulacidén se realiza con cuidado. En
nuestro caso hunca tuvimes como fuente de contaminacidn los
macréfagos, por lo que se puede decir que el empleo de
estas células es un buen sistema para promover el desarrollo
celular. 5in embargo, no cabe duda gue afadimos a la fusidn
células "contaminantes", hecho ne muy deseable, pero poco
importante ya gue poco a poco, con los sucesivos pases, una
vez estabilizado el crecimiento del hibridoma, estas células
desaparecan.

E.VII. EN8RYO PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS

Flegimos como método para la deteccidn de hibridomas
productores de anticusrpoe el sistema ELISA, come realizan
la mayoria de los grupes que han producidae ankicuerpos
monoclonales contra las enterotoxinas estafilocdeicas (83,
156, 163, 173). La unica excepcidn es l1la de Thompson et al,
[269) gulenes emplean el método RIA, gue parece tener la
ventaja de detectar hibridos productores de anticuerpos con
gran afinidad por la enterotoxina, heche que no pareca
ccurrir si se emplea el métedo ELISA [268), HNo ohstante, el
radicinmuncanalisis tiene la desventaja de tener gue manejar
productos radiactivos,
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£.¥11.a: Tapisade del astigano!

Nomotros sanaibilizanos nuestras placas de microtitula-
cisn con 198 uil de una solucion de 1 wg/ml de EE. FEste
process @e realiza de furma diferente por cada autor. las
goluciones da tapizads son muy variables oscilando desde les
0'8 ug/ml que utilizan Lapayre st _al. [3156] hasta los 2
wg/ml  da Meyer et al. [1731), pasando por } usg/ml de Lin
et a}. [163). FEdwin et al. [83] no dafinen su solutidn de
partida.

La concentrasien final de enteroctoxina en al pocillo
varia, puesto cue cada autor adade volumenes diferentew de
a3tas soluciones de %apizado. Por lo tanto, laa condentra-
oienes finales en vada ponilio son las aiguientes, ardenadas
da manor A @ayar:

* 0'02 wy/pocklla [1%6]
* Q0% p/pacillo {163]
* 02 sq/pocillo [171]
* '8 wg/pocilie [83]

Firalpente, rosotros tapizdbamos nuestras placas a una
gonpantracion 46 0'1 sg por pocille, ya gue llendbawos cada
unre  de elles con 198 sl de la solucion de partida, con le
gue nos situamod en un puhto intarmedic en relacion a los
demds avtoras.

Ruestra rampon para la dilucion de las EEs era PBS Q'91
WpHd Y2, Bl tampodn en el gue o0e diluian las enterotoxinas
tankien en may wvariaples FPRES pH 8'0 [173], PR3 <on pH  sin
deteroinar [1%5] y tampun carbomato~hicarbonato 'Ll H pH 9'6
{163). Edwim @f 1. [33] no indica el medio en el gue reali-
za la diluwsien de la texina. Como se puede observar
fizilmenmte, aguellios auvtores (ue indican el pH de la so-
lugign emplean un nedio man alcalino gque el nuestrs. Fstae
fantor mo oreesos g afeste 3 ia unisan de la  texinma  al
wlastice, ¥ 7'2, 8l es un pH mas adecuado para la establli-
dad de las toxinas.

El  mpunta  an gque si ge diferencia claraments nuastro
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slstema de andlisis es en el pericdo da incubacidn y 1a
temperatura a la gue se realiza, Todos los autores realizan
este paso a 4°'C durante 18 horas, mlentras gque nosotros lo
realizamos a 37°C durante el mismo tiempo. Para evitar las
posibles desecaciones, introduciamos las placas en una
cémara humeda y la situdbames a la temperatura adecuvada. En
las pruebas que realizamos para comprobar si existian
diferencias entre una y otra temperatura, observamos gque
ambos sistemas eran completamente equiparables, siendo para
nosotres mucho mds oémodo la incubacidn en estufa gue en
nevera, debidoe a ¢ue disponemos de wmés espacio en 1la

primera,

BE.VII.b: Blocueo:

Nosotres lo realizamos anadiendo 100 pl da BSA al 3%
eh PB5, incubando las placas durante 1 hora a 37°C., S6le Lin
et al, [163] sehala la cantidad de la solucidn de blogueo
gue anade a cada pocillo (200 pl)., No encontramos reaccidn
alguna con el BSA gue nos pudlera dar falsos positivos,
comprokacién realizada tras emplear dicha sustancia como
antigeno de tapizadeo. El problema de reacciones lnespecifi-
cas caon el BSA es posible cuando se emplaan sistemas ELISA
cuya fuente de anticuerpos sea policlonal (case gue nos
atafie al emplear RAM) [235), vya podrian estar presentes
anticuerpos frente a esta sustancia (albumina sdrica). En el
caso gue se nos hublese presentado el problema, 1la solucidn
habria sido sencilla pues habria bastado con afadir BSA al
tampdn de dilucidn del RAM [235).

Tras 2l pericdo de incubagidn todos los antaores realf-
zan un blogueo, mpara intentar tapar los huecos que dedje
libres la solucidn de tapizado. La mayoria de ellos lo hacen
con BSA (83, 163, 173] bien al 1% {83] o al 3% (163], bien
sélo (163, 173] o con Tween-20 al 0/05% [83]. Se suele dejar
bloguear durante un pericdo de 1 hora, en la mds corta de
las incubacionas [173] 4 2 horas (83, 163], aunhgue Lin
et 8l. [(163] también realiza este blequee a 4'C durante una
noche. S$alvo esta excepcidén, todos los autores hasta ahora

ol . lew
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citados en este punto reslizan al blogues a 37°C.

tapayre aft al. [196] realizan sl blogueo con una so-
lucidn  al 0°25% de gelatina con el 011 de Tween-20 en PR,
ircubando las placas duranta ! hora a temperatura ambiente,
piende por lo tanto loa unicos autores que no emplean BRSA
aome agente da blegquen. Tan sdla Lin et al. {163] procede al
lavadsd de lag placas previamsnte a la adicion de la soelucion

dg blequao.

Hosotros realizamos los lavades posteriores con FBS con
el G'01% das Tween-20. En los dends pasos todos les grupos
raalizan les correspondientes lavados, la mayorla de ellos
con PR3 con Tween-30, om0 realizamos nosotros (61, 163,
171], awngue espleando ¢ste 3 diferentes proporciones: 0'G2%
LE73] vy OBy (83, 163]. Lapoyre st al. [1%8], realizan losz
lavados con la misma solucidn empleada en el blogquec.

En  los pasos de lavado ne s8  necesaric aumentar la
goncentracion de Twaen~20 ya gue no S8 necasita realizar una
fureion de bleguao sino gue se quisre actue como detergents,
por 1o tante con la cantldad afadida por nogotros es pas qua
saligiente, sobre todd =l se tiene en cuenta qua algunecs
autpyes wealizan el lavade con agua corriente [B], sin
encentrar diferencias con un lavado con PBS-0'8% Tween 20.

BE.VII.¢1 Zabrenadante de sultive:

Posterisrnente se procede a anadir el sobrenadanta do
lee cultivos a analizar. YNosotros afiadimes 100 wl por
peaillo. EiI velumen gue depositan otros autores es de 100 u)
oo pAXbmo (1567 y 20 ul come minime [83, A63). Meyer
et.al. [371] adaden enmtre S0 y 100 &1, 9ain especificar
exactanente ol voalumen de cultive analizada.

El tiempn de imcubagcién a9 senor que el nuestro (2'5 h}
en tudos los cases salve em el de Edwin @t al. (B3] quienes
incoban lag placas durante } horas, wpor las T horas de
ipcubacion que desarrellan Meyer gt al. {173] y Lin g% _3l).
[163). ©De reevs Lapeyre g% al. [156] realizan este proceso

de panera twtalmente diferente a la de los demds, ya gque
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mantienen el scbrenadanrte en las placas de microtitulacion
solamente durante 1 hora y lo hacen a temperatura ambilente,
En cualguier caso, parecen suficientes jincubaciones gque
oscilen entre 2 y 3 horas para una reaccidn correcta.
Nosotros en un principio realizamos incubaciones de 2 horas
Yy 2'5 horas (afadiendo 50 ul por pecillo en dos placas
distintas) para comparar la validez de cada uno de los
pericodos, encontrando una mayor diferencia entre positivos y
negativos con la incubacién mas larga.

E.VII.&: conjugado:

El siguiente paso es el de afadir anticuerpos anti-
especie marcados en todos los casos con peroxidasa, Nosotros
empleamos exclusivamente anticuerpos anti-IgG, como realizan
mis investigadores (83, 173), mientras que Lapeyre et al.
[156) parecen emplear anticuerpos frente a todas las inmuno-
globulinas del raton, aungue sin espacificarlo claramente.
Lin et al. [163) son un poco nds rastrictivos, y su RAM sélo
reconoce las clases A, G y M. Estos dos ultimos grupos
tienen la ventaja sobre los demas, incluidos nosotros, de no
desechar desde el principio clertes tipos de inmunoglobull-
nas que podrian ser utiles en su utilizacién practica para
la deteccidn y estudio de las enterotoxinas estafilocdcicas.
Esto puede ser util en el caso de las IgM, vya dque los
hibridomas productores de IgA a IgE son raros, incluso si se
buscan premeditadamenta.

La mayoria de los autoras utilizan RAM, salve Meyer
et al. (173)] quienes emplean anticuerpos anti-Igs de ratdn
obtenidas en cabra en vez de en conejo (GAM).

El buscar varios tipes de inmunoglobulinas complica ¥
encarece la posterior tipificacién de las mismas, vya gue
necesitaremos més anti-irmmunoglobulinas especificas para
cada clase y subclase, mlentras que sl sdlo detectamos IgG,
s6lo necesitaremos determinar la subclase de IgG a la gue
pertenece cada  antlicuerpo monoclonal. Sin duda el
abaratamiente de los costes es notable, dado al elevado
precio de estos reactivos comerciales, En este punto se debe
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de¢idly entre ei coste y la posihle rentabilidagd ge
Ribridomas preductores de otrag clases de inmunoglobulinas,

la consentracion del conjugado es variable megun  )a
mAIGa  comarcial y el lote, aundque norvalmente ze emplea a
una  dilweién 3:i-000, &1 bisn Meyer et al. (173] no 1o
egpacifica y Lin gt al. [:61] lo emplea 10 vaces wnig
genaenteads (1:180), 1o que parece excesivo.

La wantidad afadlda a cada pocille oscila entre 50 )
{183, 171}, <oso hacenss nogotros, y 100 ul {83), misntras
que lapayra g al. [1%4) no cltan el velumen adsdido.

Censidaranss gue redia hora es un bienpo nds que suft«
alente  pard gue se produicd una unidn tan especifica comg
extd,. Bl parieds de incubacion e9 en todos  los  casos
mpariar  al mpuestyo. Egte tlenpo cscila entre 1 hora [a3,
156, 173] y L'% horas [181]. Todos son a nuestro parecer
tlempen exeesives, gue pusden dar lugar a uniones inespesi-
fieas que falseen los xesultados, Este caso a8 extreso en
el mitode de Lin gk al. [163] guienes a parte dea emplear sl
Bax 19 veses map oncentrade gue nosotros, incuba las placas
aedia bora nas que les dends lavestigadores y 1 hora nés gue
wrpytren. Maturalasnte de sate mode se pueden consequir
valeren phaitives muy slevades por uniones especificas yle
inespesifloas, pero tambidn negativos muy elavados.

E.¥Il.ar fubstrato:

Rofiridndorss ol substrito, selanente Edwin at al. [83)
emplen OPD come posctres, diluyéndolo en tanpdn eitrato pH
4'5, usome realizames nesotros, aungue en muestro caso el OFD
e anTuentra a und concentracidm del  0'035%, nmientras gue
estna aubtores lo emplean al D'1%, con lo que existe una gran
cantidad de mubstrate sebre el gque la peroxidasa puede
ACTRAY, A través de su ofecto sobra el perdxlde de hidrége-
Bo. Aumgue no lo aclaran suficientsmente,, parece gue ahaden
42 ul  de peroxide de hidrégere (al 10% p/v on origen) par
cada 160 ml de tampdn, por lo que estd ligeramente nda
dlluide gue el espleads por rosotres {40 ul on B9 nl da
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tampén citrato}. Por el contrarle estos investigadores dejan
reaccionar las placas durante media hora a 37°C, ¥ detienen
posteriormente la reaccién, mientras gque nosotros dejamos
que @e desarrolle a temperatura ambiente, no dateniéndola,
realizando la lectura de forma inmediata a 450 nm, mientras
que ellos la realizan a 40% nnm.

Lapeyre et al. [156) y Lin et al. [163] emplean ABTS,
realizando la lectura a 405 nm los primercs y a 410 y 490 nm
los segundos, Edwin et al. [83] no indican el substrato

empleado.

Nosotros dejdbamos que se desarrcllara el color ¥ una
vez gue considerdbamos que la reaceién estaba completa (tras
15-20 minutos) realizidbamos la lectura a 450 nm ocomo Yya
hemos indicado anteriormente. Una vez analizados los datos,
practicamente el 90% de los pocillos eran positivos bien de
forma clara o débilmente. Elegiamos como positives claros
aquellos que tenian como minimo una lectura cinco veces
mayor a la media de los blancos. Estos blancos se realizaban
de tres formas, en uno de ellos sustituiamos el socbrenadante
del cultivo de hibridomas por medic de cultivo da células de
mieloma, para asi eliminar el posible efecto del medio. Otro
blanco s=e realizaba sustituyendo el medio de cultivo por BSA
al 3% y en el tercero la toxina de tapizado por BSA al 3% ¥y
al sobrenadante por cultivo de mieloma. Con estos dos ulti-
mos gqueriamos comprobar si el RAM se unia inespecificamente
al BSA, comprobando gue esta unién no existia.

E.VII.f: Comentarios genaralaes:

como podemos comprobar existen muchas diferencias entre
los diversos autores a la hora da analizar los cultivos de
hibridomas. Sin embargo, estas diferencias parecen ser debi-
das mae a una adaptacidn de la téenica a las condiciones del
laboratorio que a causas mds importantes, ya que se trata ds
diferencias en puntos no vitales. Tal vez Lapeyre et al.
[156) realice el ELISA con diferencias més notables con
respecto a los demas incluldos nosotros, factor que se
repite en otros puntos de su técnica de produccidn da anti-

Phghra 169



£. Discusion

cuerpos monaclonales, como ya cowmprobamos en el apartado de
inmunizacién, y como veremos en apartados siguientes,

Es conveniente destacar que casi todos los autores
dejan de describir pasos de la técnica, bien por omitir
conposicidn de los tampones empleados o la concentracidn de
les reactivos o los tiempos y temperaturas de incubacién.
Ctro punte a resaltar es la coincidencia de todos los
autores en aumentar bien concentraciones o tiempos de
incubacién en el apartado del conjugade, fomentando de esta
forma las reacciones inespecificas en el apartado mas
delicado (junto con el tapizado) de la técnica de deteccion.
De esta forma aparentemente lo mas importante es conseguir
lecturas altas, sin importar los falsos positivos qgue
pudieran aparecer de esta forma.

Nosotres, una vez gque realizibamos este primer andlimis
de los cultives, .nos centrabamos en una serie de pocillos
sobre los gue trabajar. Tras §-7 dias, realiziabamos una
sequnda prueba sobre los pocillos elegidos obteniende una
serie de valores (mas bajos en general), decidiéndonos sobra
agquellos hibridomas cuyo medio de cultiveo diera una reaccién
mds fuerte, los cuales procediamos a clonar., Aquelles hibri-
domas desechados en esta segunda prueba, eran sometidos a
una tercera, a fin de comprobar les resultados. En caso de
que alguno fuera positive, procediamos a clonarlo.

E.VIII. CLONACION

Nosotros mnos decidimos por la técnica de 1la dilucién
limite porque es muy sencilla, Yy ademds nos permite realizar
‘&l andlisis de produccidn de anticuerpes de forma facil vy
directamente del medio de cultive, con el mismoc sistema
ELISA que hemos descrito anterjormente. DPor el contrario,
con técnicas de clonacidn en agarosa debemos pasar los
hibridomas de 1la placa a medio de cultivo liquido, para
luego poder analizarlos por la técnica ELISA, como necesita-
ron hacer Meyer et al. (83). Esto puede paliarse empleando
técnicas directas en el agar, con el problema que ‘ya . se
necesita poner a punto una técnica de andlisis mas.
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Los hibridomas productores de anticuerpos que
reaccionaban con la enterctoxina homdloga eran clonades dos
veces para asegurar la monoclonalidad y estabilidad da les
mismos [269}).

En esta fase de la produccidn de anticuerpos monoclo-
nales tenemos pocos dates si nes referimos a los investiga-
dores gque los han producide frente a las enterotoxinas
estafilococicas. Todos loa autores salve Meyer et al, [173),
realizan este proceso por la técnica de 1la dilucidn limite
(83, 156, 163, 269). Meyer et al. [173] reallzan este proce-
so en medio semi-sélido, utilizando hepatocitos de rata como

células cooperadoras.

Edwin gt al. (83}, Lin et a). [163} y Thompson et al,
[26%) realizan la clonacién a)l menos dos veces. lapeyre
et al. (156) tan sdélo citan gue clonan repetidamente, sin
especificar cuantas veces lo hacen.

Ningun autor describe detalladamente la técnica, tan
solo Meyer et al. [173) lo hace someramente y Lapeyre et al.
[156]) nos remiten a otros autores [202]}.  Los demds no
comentan nada acerca del método empleado.

Edwin et al. (83] realizan un cultive previe de las
cdlulas de los pocilios originales de la fusidn en micropla=
ca durante 3 dias para posteriormente realizar la clonacidn,
paso gue parece innecesario, Yy que no hace sino alargar el
proceso de produccicdn.

E.IX. EXPANSION Y CONSERVACION DE LOS CLONES

Una  vez realizadas las pertinentes clonaciones,
procediamos a hacer crecer las células en volumenes mayores
de medio. Del pocillec seleccionado pasdbamos todo su
contenido unas veces, o la mitad otras (dependiendo de grado
de crecimiento celular) a un pocillo de una placa de 24
pocilles que contenia 1 ml de medic de cultivo. Al dia
siguiente se afadia 1 ml mas. ‘Pras varlos dias (entre 3 y 5
dependiendc del nimero de células trasvasadas) el medio se
mostraba amarillento, y al microscopic aparecia un tapiz de
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e8lulas bastarte danan., En ese momento realizdbamos un pase
2 borellas da 12 ml de medio, realizando varios subcultives
en estas condicignes hasta que las células mostraban haberse
afaptads  al oubtive en botella, esto es, mostraban en su
tatalifad  un  aspecto refringente y no se desprendian  del
plagtann, asesaiandose en definitiva al comportamiento da la
linaa da mieloma aviginal.

Wormalmenta, tras 4 ¢ 5 subcultiveos todas las  lingam
podian ser consideradas comn sstables, tras aparecer al ser
whsarvadas al mivroscopic como si fueran macroscopicamenta
Lhiulan da mielona. sin embargo, algunas de ellan
waseeitakan ja  adicién de mis puero que las demds y ser
wuleal Y bvadas entre 10-1% veces. No obstante, no perdimos
Bimpeng da log vlerey que expandinmos.

on 1a adaptagien en botallas de 10 ml de madlo,
pretendlansy  poder shtemer copn pases a botellas de mayor
tarafn ¥ oon mas medio (30 ml), un volumen elevado de
=glulas  ¢ué nea peraitiera congelarlas y también inocular
Leg Bibridesas en ratén para ia produccion de ascitis.

En  cuantn aya posible los clones aran congelados para
tanar  una  ressrva de  loa mismos por Si se produjeran
wumnanirasiones o se peydiera viabilidad en alguno de ellos
2 cesarad 1a produgcidn de anticuerpos.

B.X. PROBUCCION BE ASCIYIS

Les  weissenss  de aseitis obtenidos por ratdn  fuepon
relativasenta batoz (Tabla D.2), oscilando entre un maxino
#a YD L (M) ¥y wn miniso de 0'8 m)l (B ¥y A%). En el caso
el andlsverpr mesotloral BE estd bajo volumen pusde justi-
Eivarse pov la aparividn en todos los ratonas del lote (§)
#a grandes tuperes sslides. oon un bajislma presencia de
Ligwb®e asrities. Fata hecho también pe d¢i¢ con los hibrido-
g prodentorss de los asticuerpoa B3,  BY3 y A2, aungue an
waney  medidy  gue en el case de BS. En el reskto de los

BibTLGonsd 1o tueres estaban mejor distribuides y eran de
ST YT
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si comparamos las cantidades obtenidas por nosotros,
con las descritas por otros autores vemas gqua dstas son muy
bajas, va que se han llegado a describir maximos de 14'4 ml
[110) y medias de 7-10 ml [42], aungue Mueller et al., [190)
describen medlas mas bajas (5-7 ml/ratén}., No obstante,
nosotros hemos cbtenide una produccidn puntual de 7 nl en
una unica extraccioén. En este caso, el raton aparaclé muerto
al dia siguiente. Debemos destacar, gque 1la media de
obtencion se ve muy disminuida en muchos lotes debido a que
en muchos casos varios ratones morian durante la noche por

lo gue la ascitis no era recogida.

Por lo general la ascitis obtenida presentaba un tone
amarillento, aungue en varias occasiones ésta ofrecia un
aspecto sanguinolento, Esto no dependia del proceso de
inoculacién de los hibridomas, nl del hibrideoma inoculado,
ni del sexc o edad de los apimales, Yya que asto se producia
aleatoriamente en ciertos animales de un mismo lote, gue por
lo general eran de la nisna edad y sexo, Y, © bien eran de
1a misma camada, o procedian del mismo mache y é&os madres de
una misma camada.

Elegimos la produccién de ascitis como medic de
obtencion de cantidades suficientes de anticuerpos monoclo-
nales para nuestro estudio, debide a su mayor economia en
comparacién con el emplec de sobrenadante de cultivo de
hibridomas, sobre todo por el elavado precic del FCS y dal
material empleado en sl cultivo rutinario (botellas, pipe-
tas, etc.}, si se desean obtenar cantidades similares a las
obtenidas por nedic de la induccién de ascitis en ratones
histocompatibles. £sto se puede comprender debido a que la
concentracion obtenida en liquide ascitico es 1000 veces
mayor (1-50 mg/ml) [102, 173, 202] que las obtenidas en
medio de cultive (1-20 pg/ml) [102, 171, 202].

Habitualmente la preparacidén de la cavidad peritoneal
del raton para la recepchén del hibridoma inoculada suele
realizarse con 0!'5 ml de pristanc (14, 41, 42, 218, 202,
276). Posteriormente se descubrié la wayor utilidad del
adyuvante Incompleto de Freund (0'S ml) (110, 180}, peor lo
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gya pos gecldinos a wtilizarleo en vaz del clésico pristang,
La basgueda de soluclones alternativas al empleo de pristang
fua debida al descubriniento de quea esta sustancia es carci-
regenica,  oon lo gue el emples en terapla humana de anti~
Querpos  mesoclionales asi obtenidoz es desaconsejable por la
posibilidad da la presencia de restos de la misma [110j.

Aurgae 18 mayeria de los autores realizan una gola
imsrulacldn da la sustancis preparadora, nomero considerads
vemn  guficiente (122}, otros realizan aste proceso 2 & 3
vacen, oon intervalos semanales [173].

ta  preparacion de la cavidad peritoneal se rtealizaba
BApitualmente 7 a 20 dias antes de la inoculacion de log
Rikridaes [14, 41, 43, 163, 216}, considerdndose como dptimo
wn diztanciamiento de la inocculacion celular de 14 dias
[43]. Mo obstanva, con la utilizacién del FIA este intervalo
piede redugirse a 1 dia 1190], aungque Gillette {110] anplia
enta pariodn a4 ¥ dias.  Nosotras reduclamoes este intervale a
i-31 diss  (dependiends del nomento en que las células
astyyleran  disponihies) provedidndese a  la  primera
extraceién trag 7-10 dias irdependientemante del plazeo da
separacicn antrs la inesulacidn intraperitoneal del FIA Y la
dal bibyidomns.

Hasatrea  Awbiuladbamos  jed w 106 hibridomas por ratén
resuppendidas  en 0°% ml de DMEM-HT, cantidad similar a 1la
Aixioa acorasiade por Brodeur et al. (42] 3'2 x 10 célu-
las/ratsn) y parecida también a la utilizada por Gillette
VRIBE v Limogk al.  [163] (2 x 10 celulas) y  Brodeur y
Tearg (41] {272 x 19 células), aunque otros autores enplean
agmuxinadapente upd vantided 10 vecas menor {1901,

Fard  ia shtencisn del liguide aseitice seguimos dos
BAGLRR

' extraseisn diaria de la ascitis sin sacrificic del

Amimal

* sazzificia del animal y posterior reeplaccicn de 1la

Agyitis

La cantidad de aswitis obtenida siguiendo la primara
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pauta es tedricamante muche mayor [76), como  pudimos
confirmar, ya gue aproximadamente se obtiene el doble de
liquido ascitico por ratén que con al otro sistema empleada
por otros autores [190, 216]. Este ultimo método se empled
en todos los ratones inoculados con los hibridomas pro-~
ductores de anticuerpos frente a EER, los volumenes nunca
llegaron a 1los obtenides con logs hibridomas producidos
frente a EEB (Tabla D.2).

E.XI. PURIFICACION

Los volumenes de ligquido ascitico utilizados en la
purificacién fueron hastante bajos (Tabla D,2), oscilando
entre un maximo de 26 ml (B2) y un minimo de 7 ml (B6é y AS5).
Normalmente se resuspendid el sedimento en PBS, de tal
manera que el volumen final fuera aproximadamente la mitad
del volumen de partida. No obstante, elloc ho se realizd en
todos los casos, en particular en aguellas ascltis cuyo
voluman precipitade era escaso (destacande B6 y Al), que
fueron resuspendidos en mas volumen de PBS, ya que preferi-
mos tener una cantidad que nos permitiera hacer un mayor
nimero de alicuotas con volumenes significatives. En estos
casos, los tituloes entraron dentro de lo normal en este
estudio; siendo destacable gue el que possia el titulo nis
baje (Bl12) no sufrié una resuspensidn en un volumen da PBS
mucho mayor al preestablecido por nosotros. Aungue en los
casos en que la resuspension se realizé en un volumeén wmayor
al habitual, el titulo habria sidoe mayor de haber afadido el
volumen adecuado de PBS, no¢ parece gue ello influya en gran
manera en los titulos obtenidos dentro de 1os mirgenes an
que realizamos la resuspensidn.

En este estudic probamous dos tipos de purificacién de
liquide ascitico. Dos de los anticuerpns moncclonales
producidos por nosotros (BlL y B3}, asi como la ascitis
abtenida como blance (por inoculacidn de células de mieloma
en vez de hibridomas), fueron purificados por un tratamiento
dohle, gque incluia una precipitacidn salina con sulfato
amdnico, Y una posterior cromatografia de excluzicn
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mifecubdr, El  resto de los monoeclonales empleados en  este
srapaje sufriersn uma purificacion menor, restringidndose
énta a wna mera pracipitazicn con sulfate amdnico, seguida
cowy @& h1zu tambian en el caso anterior de didlisis. Aunque
an el Zasp de fos anticuarpos gue aufrieron exclusivabente
precipitacion zalina como es  légice, ia presencia de
protainas extrafas sera mayor, estas no influyeron a la hora
da reallzsr los ELISAs, ya gue las lecturas de “fondo" o
lesturas  base irespecificas fueron similares en todos log
canss {antra 9°02 y 0'04 A 450 nm).

fia pan depgrito muchos metodos para la purificacidn de
articuerged mongzlonales en ascitis o en medio de  cultive.
Manii gk Aal. (348] realizan una evaluacidn de varlos de los
adtedug eapleados de farma habitual por los laboratorios que
negesitan  realizar esta taraa (precipitacicn con sulfate
amdniee y/o ¢al filtracidn, intercambic aniénice, hidroxila-
patita, avenatografia de afinidad con proteina A estaflloced-
Tiga, o ewmbiracicnss de estos mdtodos). Para ollos, los
materes resultados en lo referente a recuparacion y pureza
fwe siempre vitenida con la proteina A, fuera cual fuera la
subrlase de Igh.  Eate punto contrasta con lo descrite por
valrlsa  awtores  respsote a gua  la 196 de ratdén prasentan
uninaes pobres y variables con la proteina A {86, 111). 8in
esdargn,  Thoapacn gt a). [269) utilizan un sistema de de-
feusiam da hibrideonas productores de anticuarpos especificoa
frente a entesstoninas estafilocotican qua incluye el emplao
# protelms A, Uen dicho mistesa la mayoria de e los hibri-
#umas dstestaden son produrtores do esta subclase de I1gG. En
cudlgsier ¢ase  la proteima A no se wne exclugivamente con
iag 1488 #a leteres, mina tambidn con laa ¢contaminantesz {7}.
Este Ao o8 extrems en la purificascion da ascitis donde las
pratainas contaaindrtes son mayoria [7, 4%, 194, 279], con
i gen merla wewssario un Pase mag de purificacidn., Adicio-
nalaenale,  pur Lo gensral e mevesita un pH bajo para eluir
&l anlimverps da  La proteina A, qua  puede  alterar
potencisinente ls actividad del anticuerpo (254}, aunque
EhES  VeURl DAB Gus una perdida de actividad, lo qua e
Frodisa 83 uma perdida de Ig9s [211]. Por lo tanto  este
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slstema no parece ser el ideal come pase Unico, de lo cual
podemos llegar a la conclusion de que se necesitan combina-
clones de varias tdcnicas para obtener um pureza aceptable.

Nosotros decidimos aplicar métodos no-cromatogrdficos a
la mayoria de los monoclonales estudiados. Esto es debideo a
que la precipitacidn salina es un método rapideo (194, 211,
22%], sobre todo si se compara con lus métados cromatogrdfi-
cos tradicionales, 1los cuales requieren un elevado gasto de
tiempo [46, 194). Aungue con la precipltacidn salina se
puede recuperar mas del 90% de la inmunoreactividad [168],
por lo general la precipitacidén con sulfato amdnice pro-
porciona un rendimiento bajo (7, 194) y existe contaminacién
con otras proteinas (7).

Una pureza elevada del anticuerpe meonoclomal sélo es
necesaria para casos especiales [46], como seria su aplica-
cién "in vivo" [168]. En nuestro caso esta necesidad no es
muy grande, ya gue tan sdélo nos proponiamos eliminar una
parte de las sustancias presentes en la ascitis que tal vesz
podrian interferir en los inmunoensayos, ya gue con este
sistema parecen eliminarse preferencialmente las proteinas
acldas y las de elevado peso molecular [168). Por lo tanto
nuestro sistema parece ser suficiente para los propésitos de
este trabajo.

La precipitacién con sulfato andnico, gque normalmente
entra a formar parte de sistemas de purificacidn come paso
pravio [7], puede alterar algunos anticuerpos manoclonales,
por lo que para Burchiel [45] deberia ser omitideo o usado
con precaucisn, Nuestra iunica medida para evitar este posi-
ble problema era el realizar tan stle una precipitacién con
sulfatoc aménlico, ¥ no dos como realizan otros autores (83,
173). Sdla el anticuerpo B10 debid ser precipitade dos veces
ya que tras afadir sulfato amdnico la primera vez, no apare-
cidé precipitade alguno, hecho curicso ya gue si aparecid en
el resto de los tubos con ascitis de otrxos hibridomas, y dque
fueron precipitados el misme dia y con el mismo lote de

sulfato amonico,

Aungue este es el método no-cromateygrifico tradicional,
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s han descrito otvas tipss de precipitacion,  bien simples
won gelde caprilico  [23%] o wan PEG  [194} (aungue astg
pregedida de un proceso de delipidacion), o bien dobles conp
2% FTacipatar las grateipas no-globulinicas cen acido capri-
tiva y luego realizar una precipitacion con sulfate amdnice
(idGp. Bl acida wvaprilico precipita la albumina y otras
protelnas no-lgh. Eata precipitacidn esta influenciada paor
ia pressncia de lipidos, ya que interfieren la sedimantacion
de las proveimas precipitadas por este método [L40], proble-
ma gue no pragenta la pracipitacion con sulfato aménico. Por
lo tarto, el emples del acido caprilico, bien solo o en
ewehiragion con sulfato amonico necesitarfa una delipidacién
prewia, per 1o gque ol process de purificacion se veria
ausmehtado  en un paso man.  Franek [96) describe un tipo de
Rracipitacion gque eaplea 2-atoxi-4,9-dlaminoacridina lactato
{Rivanal ), aungue esta precipitacidn se ve seguida en
algumes  casos  de  orosatografia de  exclusién nolecular,
aumeua  pusds realizarse como pass unice. El Rivanol no
precipita ias I'yGa sino otras proteinas contaminantes.

En 10 que respecta al espleo conjunto de precipitacion
won sulfate asdnico seguida de gel filtracien, parece gue
esta  altima eppleada de forma aislada es un pétodo iddénen,
ditpindess o up punty internadie entre un rendimiento eptin-
23 ¥ wea indetivaclen aceptakle, por 1o menos en lo qua  a
purlficacion 499 suerp ze refiera i411]. La combinacien da
Aanpes  metedos ne parece gar aceptable para Phillips et al.
{3117, awngue ambof nisteman por separado, junte con la
previpitacidn con PES dan coné resultado una recuparacicén y
wihd  parezd  woderadas, pers gon una inactivacicén de IgGs
miniza {311}, factor importante, ya que la gran nmayoria da
las Ig%4 recegidas se encuentran en estads activo.

B.RYT. TITOLO Y CURVAS BB DILDOION
B.H1%.ay Fitale:

Ei  titale relative de cada anticuerpo moncelonal fue
Reterainads  por SLISA imdirects, tapizando las placas con
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0'1 pg/pocillo de EE homdlaoga. Se analizaron diluciones
dables a partir de una decimal previa. Este titulo fue
arbitrariamente astablecido como el reciproco de la dilucisdn
mas alta que diera una ahsorbancia 2 0'l1 a 450 nm. Los
titulos eoscilaron entre un minimo de 1:40 para el anticuerpo
monoclonal Bl2 y un maximo de 1:1.280 para los anticuerpos
B&, A6 y A8 (Tabla D,1).

El valor del titule ea util al decirnes cuanto material
tenemos disponible, no indicande nada en cuanto a la
actividad especifica del anticuerpo monoclonal, la cual debe
ser expresada en unidades de actividad por mg de antlcuerpo
{2967.

Al ser un dato arbitrarie, vy que ademis depende de la
técnica empleada, es muy dificil realizar una comparxacidn
con otros autores. Asi, Bonventre et al. [236}, para la
TS5T-) establecen e} titulo en aquella dilucidn con la que
se obtiene el 50% del color médximo, mientras gue Bohach
et al. [35] wusan para anticuerpos frente a la TS85T-1 un
parametro idéntice al nuestro, pera realizando la lectura a
490 nm. No obstante lo mds habitual ez no indicar el crite-
rie empleado para establecer este dato o hacerlo de manera
muy somera como indicar que es la maxima dilucidn a la gque
se obtiene un resultado positivo [296]), sin describir cémo
diferencian un resultado positivo de uno negativo,

si comparamos nuestros titulos con los de otros
autores, los nuestros son extremadamente bajos, Yya que los
minimos y maximos de otros autores oscllan entre 2,000-
1.024,000 (35], 1.000-2.500.000 ([36)], 3.200- »819.200 [163)],
10 -10 (82), por citar a algunos que especifican este dato
¥ que emplean &l sistema ELISA para su determinacion. En el
caso de Bohach et _al, [(35], el control (ascltis inespecifi-
ca) dié un titulo de 500, mientras que en nuestro control
fue 0, con lo que comprendemos lLa necesidad de conocer todos
les factores que concurren en el apalisis para poder reall-
zar una comparacién flable,

Debido a quea Edwin et al. (81l] obtiensn los titulos méds
elevados y a gue emplean un tapizado con 10 veces mds toxina
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por pocille, probamos a realizar la titulacién empleando
asta concentracidn de toxina., Como es légico les titulas
aumentaron considarablemente, aunqua no tanto como para
poder comparar nuestros resultados con los autores
anteriormente citados, ya que los minimos Y los méximos
obtenidos por nosotros oscilaron entre 1:640 {anticuerpos B7
¥ Bl2) y 1:40.960 (BlL, B3, Bl y AS) (Tabla D.1). En todos
los casos se observée un légico aumente del +titulg eon
respecto al obtenido tapizando con 0'1 pg/pocille, aunque
este aumento no fue proporcional observdndose un comporta-
niento diferente de cada anticuerpo en un sistema u stro,
Asi, los que presentaban un titulo elevado en el primer
sistema (1:1280) en ningune de los casos dieron el titule
madximo en el segundo analisis con mis toxina de tapizado.

Esta relativa poca disponibilidad de naterial, nos hizo
pensar en que nuestro sistema de purificacisn era
inadecuado, Por lo tanto realizamos la titulacién de 1a
ascitis original centrifugada de siete de los anticuerpos
frente a EEB (B2, B4, BS, ©B7, B8, Bll y Bi14), ya que del
resto de los anticuerpos toda la ascitis habia sido empleada
en la purificacién. Este analisis se realizé con placas
tapizadas con 0'l pg/pocilio, Manteniendo el mismo criterio
arbitraric gque para los titulos dascritos para los otros
cascs, los titulos fueron muchisime mis elevados, lo gue nos
obligé a realizar diluciones decimales en vez de dobles.
Estes valores oscilaron entre 1: >10 (BB} ¥ 1:10 (B4 y B7)
{(Tabkla D.1). De nuevo se observs un comportamiento diferente
- de cada anticuerpo, si se compara con los resultados obteni-
dos con el anticuerpo parcialmente purificada. Asi, el anti-
cuerpo B8 purificado de ser uno de los de mayor titulo, pasa
4 ser &) que menos titulo presenta en el andlisis de asci-
tis. Por' lo tanto, volvemos a recalcar el comportamiento
diferente de cada anticuerpo dependiendo del sistema emplea~
do y de si ha sufrido un proceso de purificacion o no.

. Tedos estos rasultados hos cbligan a pepsar en una
deficiente precipitacisén con sulfato aménico, Auhque se ha
descrito que muchos anticuerpos moncclonales no precipitan
bien con sulfato aménico {268}, creemos que seria muy
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extrafioc gue todos los nuestros pertenecieran a este tipo,
por lo gue pensamos que el defecto se encuentra en el siste-
ma de purificacién empleado, bien por la técnica en si, o
per gque nuestre sulfato amonico no estuviera en doptimas
condiciones. Dado que la técnica empleada es idéntica en su
protocolo a la utilizada por nosotros para la purlficacidn
da anticuerpos policlonales, técnica con la que consegulamos
buenos titules, creemos gqua el protacolo no debe ser adecua-
do para la purificacién de un material en el gque la porcién
especifica es mas homogénea qua en suero tradicional.

E.XII.b: curvas de diluciéni

La determinacicen de las curvas de dilucién fue otro de
los parametros estudiados para definir el comportamiento de
los anticuerpos monoclonales. Para ello se analizaron por
medio del sistema ELISA indirecto diluciones dobles de cada
anticuerpc moncclonal a partir de una inicial 1:10., Esto fue
realizado con dos diferentes concentraclones de EE (0'1
pg/pocilleo y 1lpg/pocillo), asi como diluciones decimales de
ascitis en placas tapizadas con 0'l pg/pocillo,

El comportamiento de los anticuerpos con cada una de
las dos concentraciones es bastante diferente, Al contrario
de lo gue cabla esperar, las jecturas naximas en ambos
sistemas fuercn bastante similares (dilucién 1:30), aungue
posteriormente se observa un afecta dilucidén nds suave
cuando se tapiza con 1 pg/pocille, apareciendo una conserva-
cién en los valores de las lecturas a 450 nm Mmas prelongada
(Figuras D.3 a D.15). Estas apreciaciones son mAs claras en
el caso de los anticuerpos monoclonales frente a EEA
{Figuras D,7-D.8 y D.13-D.14)

Las curvas de dilucién obtenidas al representar en una
grafica las lecturas a 450 nm de diluciones decimales de la
ascitis centrifugada de varios hibridomas (Figuras D.27 Y
D.28), nos muestran que el comportamiento ante las sucesivas
diluciones fue similaw a los obtenldos mediante diluciones
dobles en los anticuerpos parcialmente purificados por pre-
cipitacién con sulfato aménico. De nuevo los valores obteni-
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dibs en la primera dilueicn {1:10} fusron sinilares oon
asgitis o ton el anticuerpo precipitade, si bien en algunog
cases fusron menures (B2, B4, BS, BR y Bl4), aungue lugyo
mantuviergn wvalores de lectura similares pese a sufrir di-
luciones zuy fuertes. Todo z2llo parece indicarnos una facil
saturavisn del sistema (Con pronte ageotamjento de los epitg-
pos da 1A foxina unids al plastice) al haber un excess da
ankicuerpes, fondmano que recordaria un poco al efecto "pro-
apna® gue se produce en otrod sistemas inmunolégicos, paro
#wa no  deberia producirse en el ELISA [296). Luego los
walores van disminuyendo de mapera muy suave 3 Redida que
vealizanos dilucionesa.

Tedag  estas  curvas de dilucién ne muestran um  patron
wong ol cengiderads tipico de anticuerpos de elavada afinie
iad, @ste es, una maszeta de absorbancia maxima en una naris
de  dilueisnes del anticuerpo monoclonal, seguida de  una
fuexte disminucién a diluciones mag altas [128, 210}. Ne
wiatante 41 establecemvs un pAxime de lectura tal y como
realizan Edwin gt al. [81] las curvas sze asemaian mas a lo
anteriormeate desorite (Piguras D.15 a D,26 ¥ D.2%-D.20).
Bate aspecty €9 espa¢ialmenta destacable en las monoclonales
B4y 8BS cuando ne tapiza con 1 sg/pecillo de EEB.  No
siatante el mimere de diluciones con una abmorbancia maxina
en al =ass dol anticuerpo BS ed nuy bajo.

B.XITY. RETRRMIMACION DE LA SVBCLASE DR g4

Ia subclase de Ig8 fue determinada por medic da un
aistern TLISA Indirecte guwa incluis 1s utilizacien de o'y [+4
de  EESpprillo  y EAM especifico para ¢ada subclase  de T9%
maraady  opn  perszidasa. El 63'6Y da loz anticuerpos
amakizados per oste sistema pertenecieron a la subclase
Igd ., nmientraz gue ol resta {36'4%) perteneciercn a la
subtlase T98  (Pigura D.2j. Este tants por ciento ae ve
aamertade 81 solo analizamos les anticuerpos moncclonales
fremte a la enterotowina B (42794},

Burepre eateos  resultades concuordan con los de otros
datores, 18 cuales describen antizusrpes monoclonsles pre-
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dominantemente de subclase 1 [81, 156, 163, 173, 268, 269)],
el numeroc de anticuerpos perteneciente a la subclase 2b es
muy elevado en nuestro caso. Esto pedria ser debido a defi-
ciencias de los sueros comerciales, ya que para algunos
autores estos suercs anti-subclase dejan mucho que desear en
cuanto a su especificidad [296]. No obstante, nuaestros re-
sultados se repitieron constantemente al emplear los reacti-
vos de la casa Serotec, obtenliéndose valores con diferencias
claras entre los positivos y los negativos de cada subclase.
s{ nos referimes a Thompson et_al. {268}, el nimerc de
anticuerpos de la subclase 2b podria verse aumentado, ya
que 12 de los 37 anticuerpos no fuercn analizades a este
respecto, en cualguier caso sdlo el 8% de sus anticuerpos
pertenecioé a esta subclase.

Si bhien es normal que la mayoria de los autores,

incluidos nosotros, describan una predominancia de la
subclase 1, esta hecho es muy extrafo en el caso de Thompsan
et al. (268, 269) ya que astos autores realizan una

deteccién de hibridomas productores de anticuerpos frente a
EEs que incluye la utilizacicn de proteina A estafilecdeica,
Dicha subeclase se une miy pobremente a dicha proteina A (86,
1111, con lo que los resultades son cuando menos
sorprendentes, y tal vez nos indican cque los sistemas de
determinacidén de subclases de inmunoglobulinas no son muy
fiables.

£.¥IV. CAPACIDAD DE DETECCION DE EE HOMOLOGR TPOR ELIBA
INDIRECTO

En esta prueba sea enfrentd una cantidad constante de
cada anticuerpo monoclonal con varias concentraciones de EEs
enpleadas para tapizar les pocilles de microtitulacion (100
gl de soluciones gue oscilaban entre 0 y 1000 ng/ml). Por lo
tanto las concentraclones de EE por pocille serian 0, '3,
o's, 1, 5, 10, 50 y 100 ng. Un grado de gsensibilidad £1 ng
se asocia generalmente a anticuerpos monoclonales de elevada
afinidad [258}. En la mayoria de los anticuerpos menaclo-
nales analizados existe una diferenclia de lectura relativa-
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mente anpliia antre 0 y la solucien de 1 ng/ml (Figuras D,3)
aD.Ysy.

Por lo tantg y si nos referimos a lo descrito por
Staward v bew [2%8], todos nuestros anticuerpos monocionalesg
prosentan una elevada afinidad por el antigeno homologe. E}
pesr ¢ase (Al) detecta 1 ng de EEA, detectandn ia mayoria de
lea ankicuerpas ('1 nyg (Tabla D 1).

Eatns dates nog hacen suponer que cualquiera de esntos
antivuarpos pedelan ser utilizades en sistemas de deteccion
dn EBs, aelends capaces de discernir bajas cantidades de EE.
Ho sbmtante para su utilizacien en un  sistema ELISA, por
ejorplo, se deben congiderar otres factores que pueden
limitar  la utilidad de un determinado anticuerpe o incluso
incapasitario para ser espieado, pese a presentar unas pre-
misas favorahlen.

Tanbién debemos terar en cuanta que estos  resultados
TG adalantan gque ya qus ruestros anticuerpos pueden
diferenciar muy baias concontraciones de BE  entre muchag
protoinas  axtradas, como 1l que estan preosentes en  las
texinas erudas, ootes tedricapente podran diferenciar estas
toxiras antre todad laz proteinas extrafas presantes en los
alimentes [81].

B.FW. BETYDIOS DE IKHIBICION

B.XV.ax Mpdlinls de iphibloidn de unide A EE hopdiacs:

Cemn  era de esperar por los datos anteriormente
analizadon, oe necesitaron cantidades extromadamente bajas
28 EE hewsioga para ebtener uma inhibicién en la unién de
cada  anticwsIpa monocienal con la EE empleada para tapizar
ies peaillios 29 micretitulacidn {160 wl de una solucion de 1
wg da EE por ml) {Tebla 0.1 y Figeras D37 a 0.441).

Debido A gua, akadimes el deoble de cantidad de
antiguerpo e Jeo nabitual para que al mezclarle con la
entgrotexina  (1:1) esta guedara en el rangs de ratina, la
vemcentracien firal de ER resuitaba sor la mitad de los
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valores descritos en material y métodos. Asi da 1, 10, 100y
1000 ng/ml pasaron a ser en la solucion final de 0'5, 5, 50
¥y 500 ng/ml.

vVarios anticuerpos fueron inhibides con 0'S ng/ml (B5,
B13, Bl4, y A2), si bien para un nimero elevado de anti-
cuerpos se necesité unas cantidades mas elevadas (> 500
ng/ml)  (Bl2, A3, Ad Y A7). Debemos destacar gque para
determinar el nivel de inhibicién establecimos un parametro
arbitrario bastante exigente. Este pardmetro consistia en
congiderar la unién inhibida tan séle cuande la lectura era
aproximadamente la mitad de la referencia (anticuerpo moho-
clonal+PBS). Todos los anticuerpos ven inhibida en parte su
unién con el antigeno con 0'5 ng de EE/mi. Como indican
Lapeyre et al. ({156}, debido a la gran afinidad de los
anticuerpos moneclonales, se necesitan emplear concentra-
clones muy bajas de toxina para cbservar competicidn, gue en
su caso sSon concentraciones que rondan 1 a 5 ng/ml. No
obstante, estos autores emplean el anticuerpo monoclonal a
1a mitad de la concentracién habitual, con 1o cual es mas
ficil realizar una inhibicién de la unidn al estar presente
una menor cantidad de anticuerpos. Nuestro sistema parece
ser mads real gque el de estos autores al emplear el anti-
cuerpo en las condiciones habituales de trabéjo.

Los anticuerpos moncclonales anti-EEA mostraron un peorxr
comportamiento en esta prueba, necesitando constantemente
mas cantidad de EE para mostrar el grado de inhibidén esta-
blecido por nosotros, salvo en el caso del anticuerpo A2
{0'5 ng de EEA por ml}.

E,XV.b: Constante &e disogiacidn:

Aungue un sistema gue emplee anticuerpes monoclonales
puede funcionar muy bien sin saber nada sobre su afinidad
[296] puede darnos una jdea del tipo de anticuerpo que
manejamos, junto con su comportamiente frente al antigeno.

Las constantes de nuestros anticuerpos monoclonales son
relativamente bajas (Tabla D.4), sobre todo en el caseo del
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mepagioral  BLE (0712 x 10 Hi, constantes gué contrastan
sop el rompmrtamients obtenido en las pruebas descritas

EERAE e

%14 kiea la farmula empleada para  este caloulo estd
dissfiada  para  #u eaglen con anticuerpos monoclonales
parvialasnte purificadss por precipltacidon con sulfato  ame-
mira (987, debs ronocerse la concaentracion real del anti-
suarpo mopaeional, #ata del gue careciamoa. Nosotros emplea-~
s A ouncentacita  total de protelna, estimada  por el
mitods gua describinos en el apartade €.1l.0. Por lo tanto,
1A zoscentrasisn dal antloserpo sotoclonal utilizada en @)
sistena dabe sar musho maror gue la eapleada para el caleulo
#8 13  comatantes de discdiacion, y por 1o tanto, esag
apnatantes S8 werian awmentadas. Aun asi @stas no son
ausesivamerte bajasd para au wkilizacién en ELISA, y adamas,
Hams yA heaes yndicads anteriornents, ¢l comportamiento de
ARt ran  antivweyoped  cusple o9n muches de los  requisitos
tedricss de antiowsypes de elevada afinidad.

B.EV1. BEMICIONRS UM OTRAZ RNTIROTOXINAS

Para  conpredar  las  pesibles reaccienes con  otres
spretipns e entersfoxinds emplesnsd dos metedologlas: ELISA
& immumetransforernzia {Tabla B.1).

En  anbes sisiemas  abalizames la reaccien con la
emtarstiking  hoanloga, sirvierdonos en el rcase de 1la
immntransfevereia  como base pava determinar una  reaccion
wegeh  pesitiva.  ABi, pava poner a punto la ultima tdcnica
wnplosmas 13 Antizusrpus menscclonales frente a EEB. Tras
WLTBIGAY 4R lum  parametres mAs  adecuadss eran los
upuediss  en el apartads €,11.8.3 entontrapos resultades
EUEPCOSIARLES  en wsanta 3 1a reacclén eeam la  entearotouina
hamdiog . n este zasu la B,

Msplutanente todes los amimérpm menpclonales que se
WRLBT 8 ia BER resssionaban con 603 bardas relativamente
CRECENE  (Rigara D.43), and  gltpada en el lugar
RrreEperdlonty & la REB {aproxinadanente 29,000 daltons) Y

I



£, Discusion

otra de pese melecular superior (Figura D,44), con la gque la
reaccion era ligeramente menor. Decidimos probar con otro
lote de EEB gque no fuera cruda, recurrlendo a la EEB
comercial (Sigma), repitiéndose en todos los casos los
mismos resultados. Nosotros creemos gue esta bhanda de peso
molecular superior debe corresponder al precursor de EEB
descrito por Tweten & Iandolo (273, 274], due posee una
movilidad electroforetica inferior a la EEB extracelular.
Este precursor es 3,500 daltons mayor que la EEB [273]. El
problema radica en gque se trata de un componente de la
membrana celular, gue por lo tanto no deberia estar presente
en la enterotoxina cruda. HNo obstante, ¥y debldo a que para
producir toxina cruda, el medio de cultivo no sufra mas que
una simple centrifugacidn y el sohrenandante una posterior
1iofilizacion, las membranas rotas no son eliminadas de
dicho sobrenadante, con lo cual éstas podrian estar en la
captidad suficiente para que nuestros monoclonales lo
detecten. Este hecho puede verse aunentado si el medioc de
cultive ha sideo incubado en exceso, con lo cual las bacte-
rias comenzarian a morir aumentando de esta forma la canti-
d4ad de restos celulares en el medio, ¥ antre ellos de

membranas, portando el precursor.

Este heche se ve confirmado ya gque aquellos anticuerpos
monoclonales obtenidos frente a EEB que presentaban alguna
reaccidén cruzada con otras enterotoxinas, reacclonaban con
una s6la banda, Nuestro sistema presenta una sensibilidad
jgual a la de Tweten e Tandolo [1881] (5 ng por kanda, Ya
que nosotros corremos 1 yl de una solucién de 5 ug/ml),
aungue es de suponer gque la nuestra sea mas sensible ya dque
consideramos que en la titulacion de EEB, interferiré su
precursor con lo gue la concentrackén real de toxina serd
menor. hdemas al poder detectar el precursor, cuya
concentracidn deba ser mucho mener que log 5 upg/ml de EEB de
partida, podemos asegurar gue 1a sensibilidad de la tdcnica
es mucho mayor. Un hecho parecido ogurre en un .estndio de
Edwin et al. [82}. En dicho’estudio analizan un antlicuerpo
monoclonal obtenlde frente a EEA y que reacclona con el
resto de las enterotoxinas. En el analisis de la reaccidn
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frente a EEB tambieén aparece una reaccidén con otra banda de
peso molecular superior cuando se emplea EEB cruda, gue
también suponen pueda ser el precursor de la EEB.

Lo gque si que parece mucho mas extrahe es la reaccidn
con esta segunda banda en el caso de la EEB comercial, vya
que ésta deberia haber sufrido un proceso de purificacicn
mis intenso., De hecho en la electroferesis realizada para
comprobar &l estado de pureza de esta toxina, no aparece mas
que una handa situvada en el tedrico lugar de la EEB. Tal vez
la elevada sensibilidad de la técnica nos permita detectar
restos de nembranas extremadamente fraccionados gque se hayan
“escapado™ a una purificacidn intensa.

En ningdn otra de los trabajes de los diversos autores
se describe un heche parecido, si bien las bandas de
reaccldn son extremadamente amplias, Lo que puede hacer que
la reaccidén frente a la EEB tape la cercana c¢on el
precursor, MNo obstante todo depende del estado de purifica-
cidn de la toxina empleada, aunque Lin et _al. [163) emplean

1a EEB de Sigma gue empleamcs nosoty¥os, pern seguramente de
otro lote,

hnallzando las reaccliones obtenidas en ELISA e inmuno-
transferencia, podemos destacar sl que encontrames dog anti-
cuerpos monoclonales obtenidos frente a EEA que reaccionan
frente a todas las enterotoxinas (Tabla D.1), hecho ya
descrito por Edwin gf al. [82). Otros autores han descrito
un facter semejante (173) pero realizando un doble inmuniza-
cidn con EEA y EED, No obstante, en este dltimec caso se
descubrié gue este antlcuerpe reaccionaba con proteinas
extrafias [24]1, factor que no se pudo descubrir en el trabajo
original al no emplear técnicas de inmunotransferencia, para
asil demostrar la especificidad de las reacciones.

Analizando otre tipo de reacciones, y siguiendo con les
anticuerpos menoclonales anti-EEA, observamos que tan sdlo
uno de ellos reacciona exclusivamente frente a la entercto-
xina homdloga (EEA), se trata del anticuerpo Al (Tabla D.1).
Otros cuatro antxcuerpos reaccionan frente a EEA Yy EEE
[Tabla D.1), reacciones po sorprendentes dada la similitud
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antigeénica entre ambas toxinas y que ya ha sido dascrita por
otros autores [83, =268). Por ultimo el anticuerpo A4 no
reacciona con EEB ni en ELISA ni en inmunotransferencia,
pero si econ EEA, EEC , EED ¥ EEE. Este es el unico monoclo-
nal gue no reacciocna en inmunotransferencia con la toxina
homéloga, sin duda por haberse destruido su epitopc de
accién con el tratamiento con SDS-Mercaptoetanol.

Refiriéndenos a los anticuerpos monoclonales frente a
EEB, las reacciones son mds restringidas ya dque sdlo
encontramos reacclones con la enterotoxina homdloga y con
(Pabla D.1}, 4que fue la unica subclase de EEC probada

en este estudio.

Encontramos que tan sdlo tres anticuerpos monoclonales
resultaron ser especificos para la EEB por ambos sistemas
{B5, Bl2 y Bl4}, mientras gque otros cuatro reaccionaron con
EEB y EEC1 por el sistema ELISA indirecto, mientras qué en
inmunotransferencia raaccionaron exclusivamente frente a EEB
{B6, Ba, Bl0 y Bil). El resto de lps. anticuerpos reacciona-
ron en ambos sitemas con EEB y EEC_. Este tipo de reacciones
ya han sido descritas con anterioridad, tanto las exclusivas
con EEB {77, 139, 186, 163, 218, 269], como las qua incluyen
EEB y EEC, (156, 269].

Podemos comprébar que existe una gran coincidencia
entre los resultados obtenidos por un sistema y otro, no
obstante, y dado que 1las reacciones en ELISA no pueden
considerarse como especificas (82}, debemos tener mas en
cuenta las reacciones obtenidas en la inmunotransferencia,
tomando como ideales agquelles menoclonales de los gue obte-
nemos reacciones idénticas en ambos sistemas.

El que en nuestro laboratorio, y con nuestras condi-
ciones de trabajo un determinado anticuerpo monoclonal pre=
sente una reaccicén determinada, no guiere decir que en otras
condiciones Yy con otros sistemas no vaya a presentar otra u
otras muy diferentes. El caso es claro si nos fijamos en el
trabajo publicade conjuntamente por los grupos del FRI
("Food  Research Institute®) y FDA ({"Food and Drug
Administration®), en el gue un anticuerpo gque por el sistema
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del FRI era especifico de EEB [269], presentaba una fuerte
reaccidn con PEC por el sistema del FDA [268}. Por contra y
como  ya Nemos citade anteriormente se descubrid en el FRI
gue el antilicuerpoc monoclonal descrito por Meyer gt al. (173)
reaccionaba con otras proteilnas extranas [24].

E.XV1I1. ELECCICN DE ARTICUERTOS MONOCLONALES PARA TAFIZADO
¥/0 CONTJUGADO

La primera limitacidn para adaptar anticuerpos monoclo-
nales a un sisteme ELISA "sandwich" es gque se necesitan dos
diferentes para que el sitema funcione [270). Por lo tanto,
uno de ellos se utiliza para tapizar la placa y asi separar
la enterotoxina de la solucidn que va a ser analizada. EI
otro anticuerpo se cohjuga con la enzima peroxidasa,
eppleindosa para detectar la texina capturada pox el anti-
cuerpo monoclonal usado en el tapizado. Asl, es totalmente
necesario identificar una(s}) pareja(s) de anticuerpos
efectiva(s).

B, XVIT.at ate & 4 2 tapiza~-
2a:

No todos los anticuerpos monoclonales de este estudio
funcionan bien en la labor de anticuerpo de captura (Tabla
D.1}. Mas bien ocurre tode lo contrarioc, ya gque tan sélo
tres . producldes frente a EEB (B4, B7 y Bl4) y otros tres
frente a EEA (A5, A7 y Ag) se comportaron adecuadamente.

Las pendientes 6btenidas no son excesivamente grandes,
pero los puntos estdn muy cercahos a la recta ideal, cuando
no forman parte de ella (Figuras D.45 a D.50). En cualquier
case, los resultados obtenidos en los anticuerpos considera-
dos ceomo vAlldos parecen ser mejores que con anticuerpes
policlonales, destacando gue incluso muchos de los rechaza-
dos parecem resultar mejores que el emplec exclusivo de
anticuerpos peoliclonales.

Nosotros realizamos el tapizado aﬁadiéndo 100 pl de una
solucién de 10 pg/ml del anticuerpo, tal vy coms describen
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Dupont et al. [77). Otros autores emplean otras concentra-
clones de anticuerpos 1 pg/ml (50 wl) [155, 156] y 5 ug/ml
{50 ul} {270}, Edwin [80] realiza el tapizadeo con una di-
lucion 1:150 del anticuerpo monoclonal, con lo gue es  impo-
sible saber la concentracidn proteica, ya gue dicho auter no
aporta mas datos. Schénwdlder et al, [236] no menclonan este
dato,

Aungue como es de suponer gue han heche otros autores,
y tal y como mencionan Thompson et_al. [270], tan sélo se
han probado las condiciones de tapizado descritas, el tapi-
zade empleado por nosotros y Dupont et al, [77) parece el
més real de todos los descritos anteriormente. $1i tenemos en
cuenta que el tapizado qgue se realiza usualmente con anti-
cuerpos policlonales se lleva a cabo con cencentraciones gue
ascilan entre los 7'5 y los 8 pg/ml, es ldgico pensar que un
anticuerpo monoclonal, gue posee la desventaja de diriglrse
a un unico epitopo, necesitarid una mayor concentracidn para
desempefiar adecuadamentae la labor de captura. HNo obstante,
debemos destacar gue en el caso de los trabajos da Lapeyre
et al. [155, 156] y Thompson et al. (270}, los anticuerpes
monoclonales se encuentran méds purifjcados que los nuestras,
por lo que la proporcidn del anticuerpo meonoclonal serd mds
elevada, con lo cual se puede disminuir la concentracion.
sin embarge la concentracidn empleada por Lapeyre gt al.
[156, 156) parece poco probable que funcione adecuadamente,
si bien como ya hemos mencionado en apartados anterioras,
estos autores se caracterizan por emplear concentraciones
minimas en todos los procesocs de produccldn y utilizacién de
sus anticuerpos monoclonales.

E,XVII,b: Determinacidn de parejas efectivas:

Una vez elegidos aguellos anticuerpes monoclonaleg gue
servian como anticuerpo de captura, procedimes a la
determinacién da cuales de los conjugados funcionaban bien
con los anticuerpos monocclonales elegidos para tapizar.

Como ya indicamos anteriorments, para referirnos a los
monoclonales conjugados con la enzima peroxidasa, el nombre
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dal anticuerps irda geguids del simbolo +.

ina  ver mas, a8l funzicraron la minoria de los antji-
cuerpes probadaa:r B3, B, B, BIOr, BI2#, AZ#, Alx, p7a ¥
Ag» (Tabia D.1 y Flguras D.91 a D.E61). Dos de ellos formaren
una  parejas adecuada con dos anticuerpos de tapizado:  Bige
com B4y BI4 y Af* con A% y A?. Eata prusba se realizd  con
Ia toxina homsloga, por 1o que se debid comprobar el
oompartanients con lag demig toxinas,

Wirguna de 1oa anticuerpos monoclonales de edte sgtudio
fue imactivade en cuanto a su capacidad da unién a la FEE
homdlega trag ser conlugade, hecha que pueds producirse tras
la conjugacidn [47].

Como  ya se deacribiod en el apartado correspondlente de
Material y Mdtedss, les conjugados fueron utilizados a  una
dilucien dal 1:1.980, tal y como describen Dupont 8t al.
[?71, pere atadiendo tan sélo 50 wl de dicho conjugade aen
var da 180 .4} coma sehalan estos autores e  incubandg 10
mimuteos e ver de 1 hera.  Thowpson qhak  [270) ¥
Schorwalder et al. [296] he gefalan Ia concentracion dal
anticwerpe conjugada.

En  eualguier case el emplear todes los canjugades al
1:1.090 puads hacer que pe nos escape algund afectivo, Ya
P puede  que reteditara uma cencentracién mayor o wmenor
poara fanciesar adecuadsmente: ne obotants dado ol numers de
aembieaciones  posibles, seria extremadamente largo el
realizar uma titulacién de todos lea cenjugadoa por Io  que
tptanes por el sistesa wtilizado por neactrom.

RB.XIVIL. @0 Ohrag gonslderssionns:

B8 4de dastacar que empleamdn el anticuerpe A8 para
tapizar, fus izmpesible emsontrar ung pareja gque funcicnara
eorrectangate 4n ELISA doble-"samgwich", por lo nenos an las
ropdleiones eapleadan por nosotros.

tiso 8 pyeds cbmervar, no se han producide combina=
ciunad reciprocas, es descir no se puede invertir la pareja,
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esto es el gque funciona blen come conjugade, no funciona
bien para tapizar Y viceversa, tal y como ocurre en el
sistema disenado por Thompson et al., [270]). Esto parece

indicar que algunos anticuerpos son mas efectivos que otros
tapizando las placas de microtitulacidn [270].

B.XVIII. ELIBA DAS:

E.XVIII.a: ELISA con parejas efsctivas:

En esta prueba empleamos todos los serotipos conocidos
de enterotoxinas, exceptuando EEC_y EEC , como venimos
realizande a lo largo de esta estudio. Las enterotoxinas
fueron utilizadas a las concentraciones habitualas en
nuestro laboratorio para realizar el patron en el ELISA DAS
con anticuerpos policlonales, es decir, 0, 0'625, 1'25, 2'5,
5§ y 10 ng de EE por ml.

Las lecturas obtenidas con otras enterotoxinas con las
que no reaccionaban las parejas fueron similares al "blanco!
{0 ng/ml) obtenido con la EE homéloga.

Observando las absorbanclas obtenidas en esta prueba
(Tabla D.5), comprobamos que no existen grandes diferencias
en las reacciones de una pareja con las distintas entero-
toxinas con las gque se une. Esta norma se rompe claramente
en la pareja BL4-BlO*, donde el "pblance" con EEB nos did una
lectura doble al obtenido en EEC., No obstante, a medida que
aumenta la concentracidn de toxina, las lecturas sea van
igualando, aungue, como es ldgico, sin llegar a la paridad.

En la pareja AS-A7* sa puede observar algo parecide vya
gue las lecturas frente a EEA y EEE fueron hastante mayores
que frente a EEB, EEC y EED, pero Bin llegar al extremo de
la pareja Bl4-Bl0%. Este resultado parece l4gico dade que
EEA es la toxina hemdlega y EE presenta una estructura
antigénica muy similar a EEA.

Refiriandonos a las correlaciones, podencs comprobar
gue en lineas generales, Son 10 suficientemente altas como
para considerar el sistema como efectiveo, permitiéndonos
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Antectar con fiabilidad jas toxinags en cuestion (Tabla 0.5).
La wcorrelacizn mas baja la obtuvimos con la pareja B?-B2e
para Ly toxina 8 {0'944), mientraz que la mejor resylte
oh¥anerse <on la  paareia B4-Blox  para EEC {0'99%]. No
sostante, lag correlacicnes varian de una prueba a ctra con
la misma pareja, debido a las variables intrinsecas ¥
extringecan de todo aistema de deteccién, que influyen en
grar  ranara on el procesa, y gue ademan son dificiles de
vontralzr (callidad de los tappones y vasctivos, temperaturas
da incubasion, diluctones de log patrones, atc.}.

Debezos destacar que las lecturas cbtenidas con este
sintema deble“gamivich® son pucho mas balas que las obteni~
dag por Thompson @t al. {2701 con un sistema ELISA similar.
Esta haehs se ha repatido en todos los tipog de ELISA reali-
tados  por mposotros an este estudio €on respecto a los dends
aukareds.  En este FLISA-DAS con moneclonales, las lecturas
RoR Tambida menares A lag obtenidas por nosotros con nuestre
ELIZA mue eaplea anticuerpos policlionales, resultado ldgice,
yo que al tratarse de un materlal mpas honogénen y especifi-
@2, el mdpare de uniones a concentraciones similares dabe
ROr  manor, oon le gque las lecturas serdn a la vez menores.
Er todo case, me es ban importante la lectura come la corre-
laviem obtenida entre las lecturas con varias concantra-
tlones do oenterctexinas dentre de un mintema ELISA concreto.

Uesayvandy log resultados obtenidos por las diversas
parejas, oemprobanmes gue realizande diversas combinaclones
#e laa >lswss en un analisis pedenos detectar con una de
ellas  {A%-A74] todas law  enterctoxinas conocidan, Con
algunas  parejes datactarianos EEB y EEC {B4~BYx, B4-BIg+,
Bi-Bi% ¥y BI44~BIO*), mlentras que la combinacién Bl4-Bi2e
tan soie rescyiona con EES. Por lo vanto si ae produieran
dud lecturas positives empleands eata ultima pareja y otra
%o law astoriores, 1a texina detsctada soria EEB, mientras
gue Bk con BL4-Bliv fuera regativa ¥ con la otva positiva,
se trataria de EEC. 381, tapizamio oom BI4 y empleando dog
conjughdon {Bl3% para FEB y B10* para RYC) datectamos ampbas
toxinas, evitands asi el tapizado com dog anticuerpos
distintes. L1 problesa radica en queé coh eate sistema ho
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podenos saber si en una misma muestra existen a la vez EEB y
EEC al carecer de anhticuerpos especificos de EEC, deblendo
recurrirse al suero policlonal,

Por otro lado, hemos formado wvarias parejas que
reaccionan con EEA y EEE (A5-A2%, AL-AB*, AT=-A3Xx y A7-AB%),
Desgraciadamente, el unico anticuerpo monoclonal especifico
para EEA se mostro repetidamente inefectivo para sl tapizado
y para ser empleado como conjugado. Par lo tante, con
nuestre sistema nos es imposible deducir si un reaccién se
debe a la presencia de EEA o EEE, Yy aungue funcionara bien,
presentaria el mismo inconveniente que citdbamos antes para
la deteccion de EEB y EEC en mezclas ya gue carecepos de
anticuerpos especificos de EEE. Un dato mds e= que una
reacceidon positiva con la pareja AS-A7* y negativa con el
resto, nos indicaria la presencia de EED.

Sin duda el resultado mas importante de todos es e}
haber formado una pareja efectiva para la deteccidn de todas
las EEs., Ninguno de los autores que describen anticuerpos
monoolonales gue reaccionan con todas las enterotoxinas
conocidas (82, 173) describe un ELISA efectivo para todas
las EEs empleando de forma exclusiva anticuerpos monoclo-
nales., De elles Edwin et al, [82]) lo intentaron, perec fuaron
incapaces de diseharle., Lapeyre gt al, [155, 156) utilizan
anticuerpos monoclonales con distintas especificidades como
anticuerpos de captura y un polisuerc gue reacciona con las
cuatro clases de enterotoxinas con las gue reaccionan sus
monoclonales (EEA, EEB, EEC y EED}, sin mencionar cdmo
obtienen dichos anticuerpos policlonales. HNosotros tenemos
la ventaja de emplear siempre anticuerpos monoclonales, gque
incluse detectan EEE, y de no tener gue recurrir a un tapi-
zado con varias clases de anticuerpos monoclonales. Ademas,
tal y como exponen Thompson et al. {268] es dificil entender
el razonamiento gus lleva a emplear una mezela de anti-
cuerpos monoclonales y peoliclonales, si une estd interesado
en eliminar 1la necesidad de producir sueros en conejo, para
1o que se obtienen anticuerpos monoclonales. Edwin (80]
emplea también sistemas combinades monoclonal-policlonal
para la deteccidn de EEA.
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E.AVIII.b: Qtras conbinaciones:

Gebido a que tan sélo intentamos formar conbinacionesn
antre anticusrpos obtenideos frente a la misma EE, optamog
por realizarias tambien entre aguellos obtenidos frente g
EZD y los producides frente a EEA que reaccionaban con toedas
las enterctexinas. So0lo probamos aquellos que se comportaron
correctamente bien en el tapizado o bien como  anticuarpo
marcade, teniendo en cusnta que los anticuerpos frante a EEB
no4 limitaren la deteccldn posible a EEB yso EEC.

Comn podemos obgervar en las lecturas obtenidas en las
combinacionss posihles y de acuerdo a las correlaciones
ehbtenidas {(Twbla D.6), no se encontraron emparejanientos
excexwivanante buenos, aunque aparecieron correlacionas sufi-
clestementg altas en algunos cagos para una determinada
texina, pero no para la otra {en loa casocs en que fa pusden
detoctar des). ¥Por ejemplo, la pareja A7-P2* nmuestra wuna
correlacion de 0'976 para EER, mientras que para EEC el
resultads es de G'861, valor claramente insuficiente. La
unica coabinacisn gue aports algun resultade positivo fue la
pareja AT-BIGY, cqwyas correlacionss fueron relativanente
altas (0'970 para EEB y 0'981 para EEC), 1lo que nos aporta-
Tia wea mueva pareja. En este andlieis empleancs tambidn el
sonenlonal  ASY, aunque loz estudios previos nos indicaron
4@ ro ava valide para ser empleado como conjugado. De nuevo
conprebancs 4y mal comportamignto dando correlaciones bajas
on todas las combinaciones empleadas,

B.ATX. DETRCCION DE REs BN ALINENTOS

Elegimos para esta prusba la EEB, dekido a que 43  una
toaind que pueda ser detectada con log  anticuerpos
sbtentdos fremta a EEA (pareja AS-A74) oomo con  los
ebtenides fremws a EEB. Elegimos para esta prusba dos
parejss con anticuerpos obtenides frents a EES (B4~B9* y B4~
Bld*} y la anteriarmente civada de anticuerpos frante a EEA.
Ademds probames de neeve la combinacien tmversa  (A7-ASE)
vepitidndoss los malos rvesultados.
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Ademds de lo anteriormente citado realizamos una mezcla
de los anticuerpos AS y A7 para £l taplzado, empleandp copo
conjugade una mezcla de dichos anticuerpos marcados con
peroxidasa, Para la solucidn de tapizado, se emplearon di-
chos anticuerpos a una cencentracidn de 5 pg/ml cada uno
(concentracion final de proteina: 10 pg/ml), mientras gue
como conjugado, se diluyd cada uno a una concentracidn Final
de 1:2.000 (es decir el doble de diluido de 1o habitual).
Esta mezcla en teoria debia aumentar la afinidad de cada
anticuerpo por el antigeno [84, 189].

Como puede comprobarse, las correlaclones son adecuadas
pese a que cada anticuerpo se encontarba a la mitad de la
concentracicn, Segun Thompson et _al. [270] mezclas de dos
monoclonales pueden producir en ELISA (no en RIA] una curva
estandar birodal, hecha que no ocurrs en nuestre caseo, ya
gue nuestra curva estandar es similar a la obtenlida con
anticuerpos individuales., Para estos autores, las mezclas
deberian constar de tres o mas monaclonales.

Las lecturas obtenidas con los extractos "blance" de
cada alimente, wuna vez analizadas dan resultados negativos
en cuanto a cantidad de EEB, salve en el caso del yogur en
gue las parejas B4-BI* y B4-Bl0*% y la mezcla de AS-A7#
presentan un ligero falso positivo, en todos los casos por
debajo de 1 ng/ml. Las concentraciones de toXina estan
referidas a los 100 pl de muestra analizados en cada
pocillo, por lo tanto se debe trasladar a los 10 nl finales
del extracto alimenticio (Tabla D.7).

Asi, vemos qua como méximo detectamos 1'09 ug (axtracto
de vyogur contaminado en al casc de la pareja B4-BlO¥), Log
valores obtenidos en todos los casos son similares para cada
alimente, ocon variacionss minimas debidas a la técnica. Por
lo tanto, en el mejor de los casos recuperamos el 10 % de la
toxina anadida al alimento, cuande con esta técnica nosotros
recuperamos en yogur entre el 48 y el 60 % [205). 6esta
particularidad es extrema an el casoc del extracto carnico,
donde recuperamos todavia 10 veces menos, hecho ldgico si se
tiene en cuenta la dificultad para upa extraccisén de un
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alimento de estas caractariticas. En cualquier caso, ge
trata de un defecto en la realizacion de la tenica de
gxtracoidn  que no influye en la demcstracion final, que e
1a capacidad de nuestro sistema ELISA piara diferenciar entre
un extracto aiimenticio normal dea uno contaminade.

E.XX. CAFACIDAD DE DETECCION

Da todo lo expuesto anteriormente, podemos deducir que
nuastro #lstems ELISA-DAS, 4ue ebplea de forma exclusiva
anticuerpos monoclonales, o3 al menos tan efective como el
sistema peliclenal, detectando con fiabilidad cantidades
mehores a 1 ng da EE (aproximadamente 0'6 ng de EE por ml).

Gchewalder et al. [238} irdican una sensibilidad de au
zitean de 0'02% ny/ml en comparacion con los 0'22 ng/ml  de
84 mistena policlenal. Dupont et al. [77) sehalan una sensgi=
kilidad da 0'1 ngsnl empleands un  anticuerpo monoclonal
marcada con avidina, nlentras que en un sistema ELISA simi-
iar al nueatro, la capacidad es de 10 ngsml. El marcar con
avidina reducs notablemente la interferencia por proteina A
aubdgpie  no  la eliamipa [77). HNesotres sin embarge debenmog
regurrir a ka adicison de suero normal de cenejo a la puastra
€1:3)  (92), tal y como venimos haciendo hasta ahora., No
cbatante, ios problemas de interferencia con preteina Ay
aebre todo les falsos positives podrian eliminarse reali-
gamie las diluciones de toxina patrén en extracto "blanco”
de alimante a analizar [97}. Sin embargo, es muy dificil que
el "Blance” temga exactamente los mismos componentes gue el
aliments problema {[216]. Afortunadarente, las uniones
ivespocificas de musstro sistenz son practicamaente nulas.
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PRIMERA:

BEGUNDAM:

TERCERA:

CUMRTA:

QUINTA:

SEXTA:

de los resultados obtenidos en este estudio pode-
mos concluir gue no es necesaric realizar inmuni-
saciones con varios serotipos de enterotoxinas
para obtener  anticuerpos monaclonales que
reconozcan todas las enterotoxinas conocidas.

una vez definida una pareja de anticuerpos mono-
clonales gque funcione adecuadamente en un sistema
ELISA DAS, no es factible el realizar combina-
ciones reciprocas de dicha pareja, este es gue el
anticuerpo que funciona correctamente en el tapi-
zado no puede ser empleado como conjugado, y vice-
versa.

la pareja AS5-AT*+ permite analizar en una sotla
prueba la presencia o ausencia de enterotoxinas
estafilocdcicas en substratos laboratoriales o en
alimentos.

el limite de detecclon de nuestro sistema ELISA
que emplea exclusivamente anticuerpos monoclonales
es de 0'46 ng por ml de muestra.

los anticuerpos monoclonales de este estudioc no se
unen a otras proteinas diferentes a las eantero-
toxinas estafilocéclicas, observindose la ausaencia
de falsos positives. Por lo tanto su emplec en
sistemas de andalisls permite detectar enterotoxi-
nas con total flabilidad.

hemos desarrollade un método de diagnastico
("kit"), gque nos permite la deteacidn prictica de
todos los serotipos conocidos de enterotoxinas

estafilocécicas.
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G.I., REBUMEN

En este estudio se produjeron 22 anticuerpos
monoclonales frente a dos enterotoxinas estafilocdcicas
(EE), 14 de ellos frente a EEB (nombrados como Bl a Bl4) y 8
de ellos frente a EEA (nombradeos como Al a A8). Estos
anticuerpos se obtuvieron fusionande células de bazo -
procedentes de ratonas de la estirpe BALB/c hiperinmunizadas
con EE pura, con células de mieloma (Sp2/0) a una relacién
de §:1, Para ello sa emplearon técnicas de fusisén
tradicionales.

Tedos los anticuarpes fueron producides en grandes
cantidades haciendo crecer los clones en la cavidad
abdominal de ratones pretratados con 0'5 ml de Adyuvante
Incompleto de Freund. Los anticuerpes monoclonales presentes
en la ascitis fueron parcialmente purificados madiante
precipitacien con sulfato amdnico, aungue dos de ellos (Bl ¥
B3) sufrieron ademds un pase por columna de gel filtracidn.

Se procedid a caracterizar estos anticuerpos mediante
el método ELISA indirecto, determinandose titule (frente a
dos concentraciones de tapizado: 0'l pg de EE/ml ¥ 1 ng da
EE/ml), subclase de Igs a la que pertenecian, capacidad de
deteccion, capacidad de inhibicién, con determinacidn de su
constante de disociacidn y reacciones cruzadas con otras
enterotoxinas, date que fue confirmado mediante la técnica
de inmunotransferencia.

El 63'6 % de los anticuerpos monoclonales de este
estudio perteneciercn a la subgclase IgGl, mientras gue el
1614 % restante fueron de la subclase Ingb'

La mayoria de los anticuerpos monoclonales presentaron
titulos bajos en ambos sistemas, oscilando entre 1140 ¥
1:1.280 cuande las placas fueron tapizadas con 0'1 ug ¥
antre 1:640 y 1:40,960, cuando en el sistema se empled 1 ug.
Estos titulos bajos fueron achacados a una deficiente
precipitacidén, extremo que fue confirmado al determinar el
titulo de la_ ascitis original de 8 de estos hibridomas
(L:>10 a 1:10 ).
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Tedes  los  anticuerpos monoclonales de este estudio
fusron capaces de detectar bajas cantidades de enterotoxinas
enpleadan en el tapizado (1 ng totales an el peor de log
vasnd, Aubguae la gran mayoria detectd 0°1 ng) y su capacidad
e unisn & la FE homologa en ELISA de competicicén fue
inniblda  ¢on  pegueAas  cantidades de EE (500 ng
apraximadanents en los peores casos, nmlentras que los
anticwerpos B3, B1), BM, y A2, necesitaron tan sélo 0's
»), dates que now desocatraban gue se trataba de anticverpos
da elevada aflinidad.

En cuants a las reacciones cruzadas, cabe destacar ol
98 das de los anticusrpes producidos frente a EEA
reacpioparton con tedos 10s serotipos de EE conocidos (AS y
A7) an los dos sistemas de andlisis empleados. Loa demds
mipptionales Iueron asspecificos para la EE homdloga (BS5,
Bl3 ¥ AL} o pressntaren otras reacciones cruzadas (B-Cl Y A-
., principalnenta) .

84 deterainaren que anticuerpos eran capaces de
fantiopad en un sistema ELIZA DA%, en la funcidn de tapizado
@ en la de cunjugads, disefdrndose lag parejas efectivas da
antlowerpns sonsclorales. La pareja AS-A7* permite daetectar
bajas  oamtidades de todas las  enterctoxinas conoclidas
wediante este sistema ELISA (0's ng ZB/ml), slendo capaz da
diferenciar la presencia de ER de log materisles ptesentes
e o3 liguide resultante de la extracelén a partir ogde
alizenteon. Lam parejas da anticuerpos monoclonales que
lungigpares  gorrectapente en el sistema ELISA DAS fuaron:
BB, BA~RIO¥, B7-B24, BY«BA*, BLi-BLOW, Bl4-BL2%, AS-A24,
AL=A18 . AR-AAE, A7-AL1* ¥ AT-AGS,

.11, sEMMARY

In  this study, we produced 23 moneclonal antibodies
apainet two staphyloosesal enterstaxine (SE), 14 against SEB
ivamed B through Bl14) and @ against SEA (pamed Al threugh
Al Thews amtibedias were obtuinad by the fusion of spleen
calls  from fesale BALSfe mice biperimmunized with pure 3E,
with  3pd/8 cells. The ratio was 3:1 amd the fusion wasm
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G, Resumen

carried out by standard technigues.

All the antibodies were produced in high gquantities by
growing the e¢lons in the abdominal cavities of mice
pretreated with 0.5 ml of Incomplete Freund's Adjuvant. The
monoclonal antibodies presents in the ascites were partlally
purified by precipitation with ammonium sulphata, though two
(Bl and B3) were also filtered through a column filled with
Sephacryl S-200.

These antibodies weres characterized by indirect ELISA.
We determined the titer using two concentrations of SE to
coat the plates: 0.1 and 1 pg/well. Most af them had Jlow
titers, ranging between 1:40 and 1:1280 when plates ware
coated with 0.1 ug, and between 1:640 and 1:40960 when we
used 1 pg. We believe that this low titer was due to an
incomplete precipitation, as the titer of the original
ascites ranged betwaen 1: >10 and 1:10 .

Most (63.6 %) of the monoclenal antibodies belonged to

IgG1 subclass, while the remainig 36.4 ¥ to Ingb.

All the monoclonal antibodies in this study were able
to detect low guantities of entarotoxins used for coating
the plates (at least 1 ng total, though most of them could
detect 0.1 ng total), Their abllity to raact with the
homologous SE in a competition ELISA coulb be inhibited with
low guantities of SE {at least 300 ng, while BS, B13, Bl4
and A2 only needed 0.5 ng}; this shows that they are high
affinity antibodies.

As respects cross-reactions, two of the antibodies
produced against SEA (AS and A7) reacted with all the known
serotypes in the detection systems we used. The remaining
monoclonal  antibodies were either spacific for the
homologous SE (B5, B12, Al) or showed other crossed
reactions (B-Cl, A-E mainly).

We determined which antibodies could ba used in an
ELISA double antibody sandwich, either for coating or as
conjugate (monoclonal antibody number plus #}, and we choosa
the efective pairs. The pair A5-A7* can detect all the known
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anterutuxing £y this ELISA system (with a detection limit of
0.6 ngsmly, and 45 able to differentiate SE from the
centaminmating materials frem a food extract. The monoclonal
antibedias patrs which worked correctly in a ELISA DAS were:
BA-BIR, BA-BlO#, B7-RIv, H7-B31, B14-BlON, Bl4-Blpw, Af=-haw,
AB-ATH, AB-MAY, AT<A}s ¥ AT-ABS,
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