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lLa obtencidn de anticuerpon homogdéneous con actividad dirigida
contra un solo determinante antigénico, involucra la fuuidn de cé-
lalas soadticns que p.ede efoctanrse bajys ciertas condiciones ma-
diante la técnica Jde hibridacidédn celular, la cual esoncialmentie in
nortuliza cdlulas formadoras Je anticuerpos y parmite 1o prolaceidn
ilimitada de anticuerpos vspecificos contra causi cualijuier antirze—
no.

En este trubujo se rasronuron cdlulnag plasmdticas de ratones
praviamente inmunizados contra DN cen cdlulus de wmiclona no secre
toras de inmunoglobulinus, usundo al PEG como fusdgeno, So mantu -
vieron en medio usrlectivo que permitid el crecimiento del hibrido
con la concomitante eliminacidn de loua tipos celuluares rrosenito -
res no fusionados, Posteriormen’e al hibrids se clond por las téec-
nicas de dilucidn limitante y por a;ar blando. "2 ¢sto modo 3. ori
¢iné una clona 10 secretd ana intarojilobulina de la cliana Ind con

actividal ansi=20P, la cuaal se expundid tanto in vitro cowo

'w
3
-
<
[¢]
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Finalmente se pdrificaron los anticuerpos del l{juido le ascitia,
durante la purificacidn y caractericacidn le los mismos se 2ncon -
tré jue se trata de una inmanoglobulina de la subclase 1533 son
actividad anti=ON? y con un solo punto isoeldctrico, lo cunl sudie
ra que al anticuerpo obtemido es honogdnes y con actividad monocs-

pecifica,
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CAP T TULO I
INTRODUCCTON

1,1 Induccién do plasmacitomas. Los tumores asociadoy con la pro -

duccidn de inmunoglobulinas son loa linfomis y los plasmacitomas

o mielomas., Ambos tumores raepresentan derivaios neoplisicos de va-
rios tipos celulares dentro de laa célulay del sistema inmunocompe
tente} la inmunoglobulina producida paede gser sacretads o estar -
unida a la superficie celular o ambas (Tabla 1).

Los tumores productores de inmunoglobulinas mds ampliamente
astudiados en ratén son los plasmacitomus, ya que pnruce; originar
so de cédlulas especializadas de tal forma que pueden prolucir dni-
camente un solo tioo molecular de inmunoglobulina,.

Los plasmacitomas se consideran de origen monoclonal dabido a
que la inmunoglobulina que produce cadn tunor es honogdnea. ror lo
que cada célula que origina un plasmacitoma tiane origen indepen -
diente y estd restringida a producir dnicamente unu sola clase de
inounoglobul ina, No se puode afirmar que cada tumor o célula nor -
mal {cédlula plasmitica) producen daicamente una sola clase de inmy
noglobulina, sin embargo, existen pocas excepciones (82,96,103,138)
pues al menos se producen dos clases diferentes de inmunogslobulinas,

sxisten potencialmente tres tipos de tumores que 3eé relacionan
con la produccidén de innmunoglobulinast

1) Plasmacitomao

2) Neoplasias linfomatosas que,aunque derivan de precursores
de células plasmdticas, la produccidén de inmunoglobulinas
no entd asociuda consistuntlemente con estos tumores, por -

ajemplo, los sarcomas y las leucemias,

3) Un tercer tipo potencial de tumor asociado con inmuno-'nuy
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neoplasmas de célulus T (leucemias en ratén) son los neo=-

b
en 1a clasificacidn de
cla de tipos celulure:
estdn asociados con

c

plirtsmas linforreticulures .4s comun2s en ratdn. 8n estos tumg
res no ase ha demostrado 11 presenciu de raceptores para ingu-
noglobulinas

51 reoplasmu celular raticular tipo B es un tumor pleomdrfico
Dann. Sste neoplusmi contiene una mez-
140 pueden ser muy dendriticos y que -
fibras reticulares,

En algunos plusmacitomas se ha demdstrado jue tienen inmuno -
Jlobulinas en su superficio,
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linas, son 103 tumoren que presentan inmunozlobulinus como re
ceptores en su superficie y no tivnen el potencial para sacre
tarlas (96,119),

Plassacitosas. En ratones los tumoreou de célulus plasmdticas ( plase

macitomas) pueden inducirse experimontalmente en ratones de cepas =

singénicas, Mervin y Algire (77) fueron los primeros en inducir plas
mucitomas en ratones de la cepa BALB/c al probar la sobrevida de um

to)1do alogénico en cdeuras millipore implantadas en la cavidad pe-

ritonsal, Posteriormente se utilizuron otros wsentus inductoreu co=-

g0 la mezcla de adyuvante-estafilococo (104), aceite mineral (105),

pristdn (2,6+10,14~hexiloctadscano), 3ste dltimo fue aislado,en 1917

por T. Sujimoto,de higado de tivurdn. Entudios posterioras han mos-~
trado que su origen es probablemunte biogénico ya que oconstituye en

tre el 1 y 3} 4 dol cuerpo de varias espucilen marinia de copépodos,

idl i?3 IH$ IH3
Cﬂz- H-CHz—Cﬂz-Lﬂz—ud-Cﬂz-Lhz-Lﬂa- H-udz-bd2—0d2- N2

2,6,10,14=hexiloctadecanc (PRI3TAN)

Estos compuustios no outdn implicados en la foraiacidén de tumo=
res, sino que los tumores se orijinan en el granulomis oleoso perito
neal y puarece gser que se requiero de este ambiente para desarrollar
ae,

Aunjue lua inuuccién del tumor es fdcil, el procesoc por el que
evoluciona es muy complojo, Se hun descrito varios factoreu pura eg

te procesog
Gendticoe: =xiste cierta suc:;tioilidad de las cepus singénicas
de ratones, entre los mds fracucntes 3BA/2, A/He, A/LN, CHi/He,
C56BLX u 3WR, cata restricoién de cepas, asi como de sus revw

vectivos hibridos sugiere jue hay zenes eapac{ficos involucra-
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dos en ol desarrollo de los tuaores.

Horeonnles: Se obaerva mayor incidencia en machos qus en hea-
bras, por lo que la testosterona Jusga un papel importante en
el desarrollo del tumor, siendo usto confirmado por Takakura
y oole (127) ya que propicia au crecisiento, mientras que 1la
progesterona y el entradiol lo inhiben, As{ msismo el cortisol
tiene un efeoto inhibitorio tanto en sachoe coso sn hembrae,
puss inhide la respuesta influaatoria en el tejido conectivo
de 1la cavidad peritoneal, Por otra parte, existen otras horeo
nas como la adrenocorticotrdpica, la tiroeetisulante, la onti
sulants ds Jos folfoulos y la luteinizante que tienen un efec
to casi nulo en la incidencia de tumores, no asf{ las horsonas
prolaotina y del ocrecimiento que tisnen un efecto comparabls
con el dsl]l aceite ®inersl,

Insunosupresorest Mandel y de Cosse (72) probaron el efecto -
del suero anti-linfooftico, de la timectomfa y la irradiacidn,
an{ coso de la ciclofoefanida y la asatrioprinasg siendo el -
priasero el dnico que aumenta la incidencia de tumores y los -
dos dltimos los que la reducen drésticasente.

Asbiente antigénico: McIntere y Prinoler (75) trabajando oon
animales tanto libres de gérmenss ooso con los que tienen flo
ra baoteriana normal, encontraron que probablesente la flors
gastrointestinal y del tracto respiratorio proves una fusnts
contfnua de antf{ _enos naturales que setimulan 1la produccidén
de células plassbticse, dando por resultado,en anisalss libres
de gérmenes una baja incidencia de tumores,

Adsadfs de e3tos factores mse postula que los virus jusgan un -
papel isportante en la foraacién de este tipo de tumores, ya que -
se han encontrado partfculas tipo A intracieternales en oasi todas
las oélulas de los plassascitomas exadinados por microscopfa 6lec =
trénica,

Por lo general,el tipo de oadena pesada qus se produce en las

oélulas plasmiticas @8 lu de la IgA, Bsta preponderancia de olase
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su3iere que laa cdlulae diferenciadas a prodacir [ZA son mie vus ey
tibles de tenar una tranaformacidn neopldsica que otro tivo de cée
lulas plasmitican lo cual pueie dehberse as

1)Susceptibilidad de las células para diferenciarse a produ -
sir Tz2A

2) Cierta predileccién de las células productoras de IgA a ui
grar al tejido peritoneal, quo en ol sitio donda ee induce
@) deearrollo neoplisico.

La distribioidén de plusmacitomus praductorws de laa diversas
clasee do inmunoglobqlinus difieren murcadamente de la concentra -
cién de las clases de inmunoglobul inas encontrada en el suero nor-
zal e indica que el evento de la tranaformacidn pareos mostrar cier
ta predilecoidn por algunas células plaombticas (Tabla 1I),

Antes de 1964 se habfu tenido mucha dificultad en establecer
l1fneas de plasmacitomas de ratén en cultivo, No fue sino hasta -
1966 qus Pettingill y Soronuon pudieron eatablecer la lfnea X556}
después de un cuidadoeo periodo de adaptacién. Seta lfnea habfa ai
do transplantada en ratén en 1956 y haeta la fecha produce la mig-
sa insunoglobulina., Por el miswmo tieapo L. Sachs y col. adaptaron
la 1fnea MOPC=21 (P3}) ® cultivo, la cuml producia grandee cantida-
des de 1g0,. Esta li{nea no se recuperd dempués de haber siio conge
lada. Postsriormeante otra linea P3K fue establecida por Horibdbata y
Harris y al ser recuperada deapués de haber sido congelada se die-
tribuyé a otros lavoratorioa, Por otro lado Scharff y col, estabdble
cieron la lfnea MPC=11l,

Las lfneas celulares P} y MPC-11 fueron utilizadas para estu-
dios de afntesis de inmunoglobalinas in vitro, as{ como en vstu -~
dios de olonacidén y mutagénesis, Lo que dio por resultado la exie-

tencia de sutantes no secretoras, Por otro lado Milstein derivé -




TABLA II

TRUCUIHIIA D) LAS CLASIS Dx [NSUNOSLUBTLINAS ROYICIDAS
2R PLASHACITONAS DE RATDII3 DX LA CEPA BALB/c , Morse
Y cole, 1973 (32)

Clage de inmunoglobulina Jorcentagde da plagmuacitomas

I 1,1
I‘,’Gl Oty
I5G2a 4¢3
Igu2b 5.1
Q.
I803 1
IgA 45.5
Clases mdltiiples 6.6
Cadenas ligeras 2.2
Clases no determinadas 0.0
Clunes no detectadas 24,9
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una sublfnea de P} resistente a 3 asaguanina ahora llanida P3/X6)}
«AgB, Zsta lfnea fuo utilizada primeramente pura eatadiar tusidn
de dos células plasmdvicas, lo jue reveld que lus células hibridas
producfan ambas protefnas de mialomu, por lo que Kdaler y Milstein
{(197%) fusionaron una célula plasmdtica normal con X63 y obiuvie =
el recaltudo de que el hibrido producfa tanto la proteina de la 1{
nea MOPC=-21 as{ cono un anticuerpo contra gldbulos rojos de carne-
ro, Por lo quo se consideran como los pionoros de la tdcnica de hi
bridacién celular, la cual asencislmente "inmortaliza" células in-
dividuales formadoras de anticuerpos y permite la produccidn de =
cantidades ilimitadas de anticuerpos monosspec{ficoa homogéneos -
conira casi cualjaier antf{geno sin jue nocesariamunte esté puroc.
Ademés Kohler y Nilstein mostraron que la fusidn entre una cé
lula normal secrators de anticuerpo y célulus de mieloma podr{a -
realizarse utilizando virus de Senisi. Las células resultantes con
tinuaban secretando insunoglobulinas de ambus célulus y retenfan
las propiedades malignas del mieloma progenitor. ©sto aclaré qua,
debido a 1a naturaleza clonaul de la respucsta inmune, esta técnica
podria resultar en la prosuccién de anticuerpos obuwolutamanie esne

cificos,

1.2 Fusidn celular, Duranie la primera década del siglo XIX con el

descubrimiento de células multinucleadus, se dieron los primeros
indicios de que pudiera ocurrir fusidén entre células sotdticus. Jo
hanes MUler en entuiios histopatolégicos en enfermedades como tu =
berculosis, varicela, viruela y rubeola encontré policarioncs, los

cuales se originaban de mdltiplas o sucesivas mitosis sin las con=-
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comitantas divisionos del citoplasma, o de la tuaién de cédlulas mo

nonuclearcy preexistentes, sn 1927 &, Y, Lewis (04) reportd que amn

bos mecanismos se prudentaban tento in vivo como in vitro. Jor ajem
ploy 2l nonjo Physurum por mitouis da como resultado un policaridn

denonminalio plasmolio, Zntre los orzanismnos suyueriores la tusidn no

se ancuontra con frecucncia excapto en asoclireidn on 2ntermedades,
por consiguiente pira Jdifurenciar policuriones fuysionyios de plase

moitivg, el primers na 31:0 denominnld como siInciulo,

A pusar de lou adeluntun en el siizlo ALY, los nibriios celu -
lares no faeron desublertos 31n0 n.:tua 1900 ( Pabla 111), 2n los -
prinoros amnos de esa ddcaan, Barski, Jorieal y lornefert (4) repor
taron el aislamicvnto ce cepuy celulares do sarcoma obtanidis de -
una solu célula de ra'dén, la zual {fue aiclada posteriormente, Las
lineas celulares eran distinuidas unas de oiras por ios caracte -
riaticas: Cor su habilidad pura inducir tumores al ser inyectadas
a un organismo recipiente histocompatible y por ¢l ndmero de cromo
somas Yy su morfolopia.

Existen membranas celulares que se puedien fusionar intracelu~
larmente o intercelularmencte con bastante [{recuencia, rarda el pri-

mer caso se tienen ejemplos como la endocitosis, lisosvwas y grdnu

los de secrecidén, Para la fusidn intercelular ge tienen ejemplos
como la fertilizacidn del dvulo por el espermatozoide (11), la plas
mozamia en hongos (98), la formacién de miotdbulos (3)), osteoclus
tos y cdlulas gigantes (36), asf{ como en los eveniuss de implanta -
cién del embridn en el dtero (sincisio trofobldstico). Llamua 1a

atencidn porauc, sin embnrgo, otrus estirpes celulares no se fusio

nan con frecuencia,
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1960

1363
19564

1965
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197

CULYTLAYS 30aATICAD
BarariySoricul y Nornefery desc.oren nio~i 1o, :elualieas ©or-
mados 1n vitro por fusidn crlal or as-ant inea.

Okada demoustrd jie el virw de Sondal 1nacuivado con e ul-
traviolata | uedsn ugsarse para fasion.p cdlalag in viwtrn (ara

b ) —-— il
Jenoarar norocarionad, Sorieal yooghragsi, contirnan loa re -
sultalos de Baru<yr y col,

nershon y Sacna, confirman los resaltatos de Barski g col.

Littlelield, 1ntroauce ol uso de 8lulas satantes ; madio de
caltivo selectivo para o separac.in de células nivridaas,

Harris y Watkins e independizntenente Ukada y Marayaaa, o=
dJucan el primor toterscaridn eapecifico usindn el virus de -
Sendal inuctivados sphruasi y deiass, prolacen 2l pricer gine-
caridén interaspeciico por fusidn ea,ontinea.

Yerganian y HNell, detrostraron ji1e el viras do 3endal paeda -
usarade para proausir hiorijou, vaviason, wparussi 4 fanamoto,
gqaunde eélalus de molanoma , cdlalas no pig.entadus, lemos -
traron jde un marcador fenowdpieo de diferenciacidn nistiotd
pica (pirmentacidn) puade gser eliminiio selectivanente en Io.
nibridoy,

Taisas y Green, descubrieron 1. elisineiSn preferancial do -
loy cromosomas namanos on los nidridos ratén-narano ; demos-
traron uae aste fendmpno puade usarge para ma.e Lt genes en -
el nombre., Watkins y Julbecco e iniepundienicyrie, rHoprowy-
Ki y col, demostraron ls liverac:dn de viras caanlo purtiou-
las activas V4D ewmar en de hforilos torivazos de eélulag -
tranuaformadas g permisivas,

Harrigydlein y sus colaegza iniciuron experiaentcs donde demos
traron jude la malignidad no necesaryunente Juming en ginea -
rioney Jderivados de cdlulas normiules y oncogdnicau,.

Lucy y col,., iniciaron los experitentoa para inducir fusidne
con lectinuas., “oc«in: y col. posteriormente fusionaron protg
plastou do plantias.

Raddla, Bodmer,Yiller,3inisculeo,Boostuma y col, ci-2nzaron -
con ol uso sistemdtico de la hibridacidn celular como un sis
tema experimental para el mapeo de cromosonas huamanody,

-

Carlaon,3mith y Dearing, produj2ron un hfdbrido interes-euif
co de 14 fusidn de protopluastcs de plantas.

K&hler y ¥1ls:tein, desarrallaron la técnica de nibritoma co-
mo una faente de an'icuer.os nomdgdneos can actividiad monoes
paeciica,




-10 -

Deepuds de la fusidn se forman células zultinucleadas denomsie
nadas heterocariones., Si estas células llavan & cabo la divisién,-
fueionan su nicleo y las células hijas poseen un 3sédlo nicleo contg
niendo cromosounas de cada célula progenitora y se denominan hi{bri-
does. MNientras que algunce hidridos won sstables, hay otros aen los
que 3e manifie:ta una tendencis general para perder cromogomus y =
en algunos caeos los cromosomae de un progenitor se pierden prefe~
rencialeente (142),

Aunque gran parie de la importancia histérica de los estudioe
de células somfticas hibridas estaba baeada en la fueién celular -
(PC) exponténes, actualmente se conoce que la FC puede ser inducie
da por el uso de ciertos agentes, tales come los virum, las lectie
nae y el polietilenglicol (PEQ),

En el caso de los virus, debido a la gran variedad de tipos -
celulares susceptiblesa al virus ds Sendai, Jue pertenece al grupo de
los paramixovirus, es el sds utilizado como agente fusionante para
gonerar hfbridos celulares, El virus de Sendai ee caracterisa por
presentar afinidad por las glicoprotefnas de la mesbrana celular s
lae ocusles ataca ensizdticamente, poses una envoltura lipfdica roe
deada de "picoe”, tiene una ribonuoleoprotefns de elevado peso mo-
lecular con estructura helicoidal y es una partf{cula pleomérfica
de 5000 R de didmetro,

Sheid y Choppin (118) obmervaron que los virus de Sendai cre-
cidoa en cultivoe de células de rifién, preeentaban una glicopretef
na ds 65 000 daltone y carecfan de doa funcionea: La hemolftica y
la fuaionants) sin embargo,si eata gliooprotefna era digerida tr(g
ticamente y reducida a 53 000 daltone, presentaban las dos funcio=

nes, Por consiguiente existe cierta influencis del huéeped para de
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terninar si se presenta la glicoprotei{na nd4s grande e infectiva o
la pejueiia y potente durante el enaamblaje del virua,

En el virus se ve modifioada 1la cubicrta 1 adiclonarsele a
la envoltura los"picos", antes de que éate sos liberado por la cée
lule huésped, Estos"pioovs" son protuaiones entre 30 y 100 'l ¥y fun
gen ooino hemaglutininas univalentes 3uo eon conjunto hacen del virus
un agentic aglutinante nultivalente., Adesfs presentan actividad de
neurasinidasa, cuya funcién es hidrolizar las tarsinacionas de los
residuos de 4cido sidlico de los oligosacdridos de las glicoprotef
nas, dando por resultado el poner ual deacubierto los aitios recep-
tores paru el virus en la célula s:ucuptible,

La partfcula viral aotin ocomo ajgonte fusionante al fijarae a
1a superficie do doa célulua diferentes, ponidéndolas en {ntimo con
tacto para efectuar la fusidén, Dicho mecanismo depende tan‘o de la
multiplicidad del virus como de las oaracteristicus de las células
huésped, preaencia de iones, del pH y una fuente de enargzfa,

Multiplicidad viral,<sta es importants para una fusidn adacua
da ya que devendiondo de lag cendiciones de fasién varin la -

relacidn células=-virus,

Caracterfsticas oceluln~2n del huésped. Entre las nis relevan-
tee ®#e oncuentrans a) la presencia de receptores en la super-
ficie de la célula, que implica que solo algunos virus reac -
cionardn con una oélula dada. b) @apeoificidad, la suscevtibi
lidad de lae células es variable, siendo las malignas més suxn
ceptibles que las no malignas, los oultivos primarios més que
los meoundarios y las jSvenes mds que las viejas, c) adesde -
se presunta variacién segin la etapa del ciclo celular en cul

tivos eincronizados (85),

Concentracién de icnes Ca'', Como muchos otros fendmenoa rels

cionados con la interaccién de euperficies celularea, la fu -
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8ién inducida por virua ee ve tnfluenciada por la presencia -

de jones Ca'*, no sef la aglutinacidn (124),

pH del medio, Oknda en 1960 demoatrd qua la funidn de células
de aecitia con virus de Sendai ern dej;ondiente qel pH, Esto =~
puede egplicarse por el hecho de yue a pH elavado los anionen

del amorti.cuidor, fosfato y oarbonato precipitan los iones «
o
Ca (86).

Requerimionto de energfn. Las células que ostdn llevundo a ch
bo la fusidn, al @wenos on aljunos tipos celularou, proventan

tunto la respiracidn aerobia como la anmwrobia (glucslisia),

por lo nque, si la fusidn se lleva a ocabo a 4°C, dismsinuye 1a
actividad setabdlica y por consiguiente lu respiracidn; sin «
4abargo, la actividud oo restablece si despudo del perfodo a
4°c s@ incuban a 37°C (143).

En 1974 el PE fue introducido como un ngente aglutinante pae-
ra protoplastos de vegetales, obnervindose un alto {ndice de FC,
Un afio deopuds Pontecorvo (99) lo ezperimontd en un aistema de oé-
lulus animalus, obteniendo loas miswos resultados por lo que propie
01d su utilizacién como agente fusionante estindar,

El PB3 es un polimaro de peso molecular elevado cuya astructu

ra quicica se oxpresa como siguel

uouzc(cuzocua)ncnzon,

adends o3 un cowpuesto relativamente no téxico pura las células, -

produce alta incidencia de FC, la cual va en relucién a su concen-
traocién y el peso moldoular del PEG que se emplee, obteniendo mejo
ros resultudos cuando el PXG ee usa a una concentracién ds 50 € y
con un peso molecular entre 300 y 6 000 daltons. Esto sugiere que
hay un peso wolecular afnico (300) o un nimero mfnimo de subunida-
des repetitivas (alrededor de 5) debajo de las cuales el PEG piere

de su actividad de fusdpeno, Ezxisten otros factores que pueden -
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afectar la eficiencia de fusidén como el pH y la densidad celular(22),

Para poder conocer algo sobre el mecanismo de fuaidn tan‘o Pa
ra e} caso de induccidn por virus como por a ontas no virales eg -
conveniante revicar la arquitectura de la membrana plasmitica,

La membrana plaswdtica vstd conntituida en un 8 a 76 ¥ de =
protefnas, 20 a 36 7Y de lfpidon y 4 a 6 T de carbohidratos, En los
afios cincuentas se postulé un modelo conocido cozo de Davaon-Danie
lli-Robertson o Modolo de la Bicapa, que explica que la membrana
esta constituida vn su interior por lf{pidos, cuyos extruucs hidro=
fflicos se encontraban orientados hacian fuera, cubilertos asbos ez-
tromos por protolnis. Durante la ddcada de los sescntas vste mode=
lo perdi$ popularidud ys ju: no daba explicucidn a fenémenos como
la fusién, por su rolativa ausencia de carbohidratos, su sizetria
bilateral rigida y su composioidn de protefnas en configuraciGnﬂ
/4%)e El modelo que se acepta més ampliacente o® el de la bicapa -

de lf{pidoa., Sin embarso, en vate modelo las protefnas do lu mon -

brana no ostin exclufdaa de la bicapu de lfpidos, y se encuentran
en estado flufdo, permitiendo el movimiento extersivo de lus protef
nas bajc mucton estimulos, E]l modelo ha sido denominado Modelo del
mosaico flufdo o Modelo de Sincer (121). .

Ademis de la estructura deo la membrana existen una sorie de -
eventos que conducen hacia la fusidn de cédlulas unimales: cstos -
aventos incluyen el acercamioen:o de las células huata encontrarse
en {ntimo contactos eu.ivw ollas se tiene a la aglutinacién, elisi-
nacién de envolturas protectorus de lus moldculas de 1fpidos de la
menbrana plausmftica, rearreglo ff{sico de las woldculas de lipidos,

el llevar a cabo la coalescenciu del citoplaswa y finalwmente la ag

tabilizacién de las c8lulas fusioniias,
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La aglutinacién ea llevada a cabo por apoaicidn cercana de -
las membranas adyacentes, que interactdan mediunte unionea hidrofé
biocas la cual ns favorecida por agentes fusionantes como el P} =
que causa aglutinacidn celular, aunque nse desconoce oomo la lleva
a cabo. La molécula polimérica ha sido usada como una aglutinina -
dtil cuando su peso molecular ase encuentra entre los ran;os de ]1500
a 6000 daltona, Ya que ol PR} ne encuontra ligeramente cargado ne-
gativamente en soluciones acuosaas, @3 necesario introducir el efec
to adicional del Ca®' para formar unionens electroatdticas entre cé
lulas y llevarse a cabo la aglutinacidn. Eeto puede entenderae por
8]l hecho de que iones divalentes pueden formar puentes entre el -
PES y la superficie celular que presanta carbohidratos cargaudos ne
gativamente (45).

Exiaten otros asfentes aglutinantes coazo los anticuerpos y las
lactinas de plantas, y 8e ha observado que despuds del tratamiento
con estas dltimas se puede llevar a cabo la fusidén (122),

No todos los agentes ajlutinantes son buenos fusdgenos ya que
no es 38lo el acercamiento de las membranas lo que se requiere pa~
ra la fusién, sino que, 30 necesita de las interacciones con los 1f
pidos. Debido & que rvconocen loas grupos carbohidratos (glicopro =
tefnaa y glicolfpidos) que forman parte de la cava mie externa de
la seubrana plasmdtica, pusden impedir ol acercamiento de los 1fpi
doe de las dos membranas y evitur as{ la fusién,

Los carbohidraios se sncuantran como azdoares neutros (galao-
tosa, manosa y fucosa), acetilaminoazdcares o &cidos siélicoa, ge-
neralwente a3 sncuentran unidos covalentemunte a lfpidos y protef-
nas y pueden tensr un papel importante en muchas funcionae biold-

gicas (141).
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Al encontrarse los oarbhohidrntos en el ezterior Ja la membra-
na plassitica eatdn implicaldoa en la ¥FCy lo cual se ve raforzado -
por los siguientes hechoas aon responsables de la carga negativa -
tfpica en las células a pH fisioldgico, son responsables do la ee-
pecificidad antigénica (grupos aangufneos), proveen los medion pa-
ra el reconocimiento océlula=-célula, detersinun los uitios recepto=-
res para virus, bacterias, agentes aglutinantes e inductores in -
sxocitosis, y son importantes en el control de la permeabilidad a
ionos.

Aun cuando se dispone de poca informucién acerca del mecanie-
mo por al cual ol PBO induce FC, se sabe que su iniciacidn es un -
evento msuy rdpido después del tratamiento con el fuadgeno, Dicho -
evento, en un prancipio, se munifiesta por aglutinacién y por lu -

formucién de contactod préximos entre lan membranas de las célulue

contiguas (48,100). Robingson y col,., observaron jue la fusidén de -
menbrana ae manifiesta por una ordenacién pentalaminar, una carace
terfutica asociada con la fusién de mexzbranas en otros sistemas -
(57,58,90,128). Se ha observado que, despuis le la FC, hay un inter
cambio rdpido de lon antf{genos de la superficie celular, Eate movi
mionto puede ser memejante al que e#o llova a cabo con cationes di=-
valentea ooso Ca*‘, loctinus, anticusrpos o cationes multivalentes
coso los virus efectuando un desplazamiento de receptores hacia un
drea y dejando lidbre otra, fendmeno conocido como "cupping" en el
caeo de anticuerpos y lectinas, Adenis las cargas negativas de las
Zlicoprotefnas contribuyen a despojar la supsrficie celular y pere
miten el acercamiento de las dos wmembranas durante la fusidn (115,

130).
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Despuds del tratumiento con P2} el efecto de 4ato sobre la -
nesbrana plasmAtica no evatd restringido a regionen especializadas
de la wivma (2,45,7,108), aino que causa un efecto generalizado =
sobre lu membrana haciendo que todas 3us piartes sean potencialmene
te suoeptibles a la fusién, Tontrariamente a lo obaservado por Pone
tecorvo (1977), quien basado en cinemicrograff{as, sugiere que la =
fusidn ocurre preferencialmente en los extremos de las protuberan-
cias celulares en fibroblantos; otros sutudios (43,74) indican que
la fusidn ocurre inicialmente en pejueiias 4reas donde las meabra -
nus parmanscan en contacto préximo.

Ezaminando la morfologia de }a membrana se ha visto que nor -
malmente las membranas celularas no parmanecen préximas mis de 20
nm, debido a la repulsidén electirostitica mutun y por ol volumen Je
exclusidn de lus glicoprotefnus de membrana, aunjiue puede ocurerir
la agrezacidn de partfculas intrameasbrana (PIN) por desplazamiento
electroatdtico directo (32). En el caso de fusién de eritrocitos
se gabe juc las PI¥ ostdn asociadas con loa grupos mfs fuertemonte
cargados de la saparficie calular (97), aunque son posibles otros
mecanismos (32,717). La agregacidén de 1M paraece jue no depende del
tierpo de tratamjento con PE3, ya que a Jdiferontes tiempos 88 pre=
nonta ol miswo grado Jo agregacidn (113), Lo jue tiene un efecto =~
claramente notable es la temporatura, Cuando ss exponen las célu -
lus & bajas temperaturas despuds del trutamients y fusidén a 37°%C
lag cédlulus mueastran un reerreglo de las PIM, Este rearreglo no es
debido a la baja temperatura sino que las cdlulas sin PEG no mani-
fiostan el mismo grado de agregacién de las PIM, Posteriormente se

encontré que el grado de temperatura que induce agregicién varfa -
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con ol tioempoj denspuds del tratsmiento con PRG, se encontrd un liem
po mdzimo, transcurrido ose tiempo 2l nivel le ngreyacidn vualve a
au nivel basal.Esta variac.én en la agrecacidn de laus PIM sugiere
uns .osible relacidn con la ¥C, ya qua puede inferirse jue hay una
relacién entre la fuaidn y al Liorpo de tratamiento con "EG que in
duce altaeraciones en lu measbrana como lo indica el hecho de que la
fusién empisza poco tinnmpo despuds (74,99) y no antes (YH6).

3¢ ha sugorido que la fusidn ocurre en irau de contacto préxi
mo y e8¢ contacto parace oourrir uolo en pejueiiau Sroas deaprovise
tan de PIM, ¥or otro lado, lus regionea do li membrana jue no ostdn
en contacto préximo conwarvan una distribucidén azarosa de PIM (43).
Parace que ol PR} induce una agre;acidn de PIM para facilitar el -
contacto entra célulus adyscentes, aunque la fusidn se efectia en
regiones desprovistas de tales particulas. lLa presencia de .aas PIM
80 ha Jdescrito an varios siustermaus, La muyor parte de estud:ios tra-
tan con @l patrén de distribucidn de las VI¥ en cédlulas como una -
funcién de la composicidn lipfdica de la mexbrana {3}3,39,42), Rate
resrreglo se ha reprotado también pura induccidn de fusiédn non -
otros agaentes (135,136),

Acerca del mecanismo por el cual ocurre la fusién de membra -
nas, hay evidencias que sugier:n jue ocurre via interacoidén lipido-
1{pido en regioneas desprovistas de protefnas de las membranas o,ues
tas (41,87,91) aunjue se ha propuesto también un mecunisuo de fu -
3ién basado en la interaccién de Lica.as desprovistas de lfvidos -
(1,48)s Lucy (68) ha sugerido que un carbio en los l{pidoos de la -

sembrana que permite ol paso de bimolacular a micelial favorezfa -

la fuaidn.
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Dingle (25%) con base en eatuiios asobre termodindmica de auper
ficie arguye que la fuaién de dos membranas 'jue se ponen an contag
to y qus tienen alta tensidn superficial es probadble a menocs de =
que existan en el medio factores estabilizadoresn como prote{nas, -
Aunque parsce que el roirresi. outructuru} de los 1lf{pidon no es su=-
ficients para la fusidn, ya que existe un rango muy estrecho entre
fusidn y lisis en el caso de los virus, probablemente ue rejujere
de un secanismo que astabilice lue mexbranns de tal forma jue se
preserve 8e estructura integral, Se ha suzerido que dicha activi -
dad requiere de energf{a que on las células proviene de su activi
dad de ATPasa, Wa y X3 y la nsociada a ca*’ ¥y no de la provenionte
de la mitocondria., Aunjue tacbidn se ha rejportado que en presencia
de AT y !g", el Na y K~-ATPasa promueven un reordenasiento de las
protefnus en eritrocitos humanoa. El reordenamiento de las protef-
nas puede implicar un cambio de configuracidn de alfa=hélice o glo
bulur a una configurachh1p . Eato invalida la idea ds Kavanau(d44)
de que la fuzidn de membranas requiere un agrupasiento de las pro=-
tefnas de membrana y que la estabilizacién de la fusidn requiere =
ana reversién a la forma oxtenildu(@ )e

Bay ovidsncias qus asoyan el moviziento de las glicoprotef{nas
de la wsuperficie calular (54,55}« En la induccién de fusidn con vi
rus, se gpabs jquo las glicoprotefnas puwden ser desplazaias de regio
nes adyacentes por los enlaces de unidn a los sitios viralas, faci
litandos la fuzién en 0803 lusares no obstruidos, Esto demuestra no
solo jue las glicoproteinis pueden ser removidas de regionss esape-
cfficas de la suparficie calular sino también suestra que la iis -
tribucién de las miamas depende de estructuras de lu sembrana como

son los microtidbulos y los wicrofilamantos, Estas estructuras, fre




cuentomente aon agentes de motilidad., £l movimiento de lus :lico =

protef{nas de 1la suporficie darante la fua.én o el "capping' pusden

ser oongsacuuncia de au aotividad, anjue se ha sugerido tambidu jue
la carsy negativa de laa glicoprotefnas estd implicada en el movi-

miento Je eatas iltimas durante la fusidn, Se ha sugerido, por otra
parte, que en la induocién de fusidn con PEL no ase rejuiere la rup

tura de microtibulous o microtilanantos durante las alteraciones -

que aufre la membrana (113), eon contraste can lo propusuto en asty

dios de induccidn de fusidén por virus y ca'? (13%),

La formucidn de una célula fuaionada debe involucrar una re =
distridbucién de la membrana y una expansidén de las oontinuidades -
oitopldemicas. Algunoa autores han propuesto que las células fuaio
nadas provienen de oflulas conoctadas por pequetios puontes citopléds
vicos (2,43,99). Knutton inlica gyue dichos puantes llegan a expan-
derse por un prooaso de engrosamiento culular. En suchos caaos <8
condn ver en estadios temprancs de la fu3idn como las célulio se -
figionan con tales continuiiades citopldamicas parcialmente expan-
didas (48).

Por otra parte, @8 ha sujerido que la fu3ién reqguiore elimi -
nar momentdneamente el ca'’ y el ATP de las mambranis, de manera -
que proporcionan una regidn de baja rigidez la cual sea suceptible
de fusionarse; sin embarygo, esto puede variar segin el sistema y
lae oondiciones de fusién, as{ como del tipo ds fusédygeno utilizado,

Emselot(%) muestra quo las unionas estrechas de tejido de ra-
ts, donde las membranus de las células contiguas estin estrechsamen
te opuestas es donds se presents alta permeabilidad de membrunu.

Conjuntumente ha cbservado qua dichus 4rens estdn libres de dcido
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sidlico,

sgtudios bioquimicos mueistran jue durante la induccidn de fu-
8ién con PES hay cambios en lu peravavilisad gae la mombrana (48),
La pdriida de usimetria catidnica, como se sabe, tivne lugar en la
induccidn de fuuidn con virus de 3enasir (102) pucde entoncen resul
tar on la entrada de ajaa y lu cdlula turgirse, El orian de eute
cambio en Ju permeabilidad de la mumbrana as Jdoaconocido en @l Cae
go de tratumiento con CEH, pero gl cs pounible asegurar que el FEU
debe perturbar dridsticamente la egtructura de la membrana, algunas
veces de manerua irreversible y, {recuentem:nte, resultar en la se-
rregacidn de L{pidos, ¥n mucnos calou ol tratamisnto con 53y la
incubacidn uubsocuente a 3700 tienen el efecto de inducir sapregae
cibén do las reviones lisas de lu membranas, es Jdeciry, un las rogio
nes desprovistas de 'IM apuroce la formacidn deo gotitas identifica
dus como 1l{pidos (QB). que frucusntomente producen burbujas en la
superficie celulur., Tale¢s perturbucionus de la membrana puocden die-
rigir los caubios le perzeabdbilidad yn jue se ha moustrado que algue
nas condiciones comprimen lia bicapa de lipidos (27).

La entrada de CuH pucde ser una posible cuusa de las burbu -
jus de lfpisos, sin embargo, camvu.os en la permeabilisad de la med
brana cualquiora que sea su ortgen, conducen a la turgencia celular
y deben proporcionar la tuerza que expanda las cédlulag conectadas
por pequeiios puentes citopldsmicos, dundo la forma esférica a las
células fusionudae,

Consecucntomente,despuds de jue microlilamentos purecidos a
la actina y a la miosins que sublienaen la membrana plasnmdtvica de

las células son los agentes responsables Je efectuar la unidn cito
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pldamica y los estabilizadoreuy del nistema de fusidn, La genvra -
cién de enerzfa involucrada en la fusidn es empleada princiralmen~-
te en la actividad de csas fibras, l.as condiciones ambientales que
favorecen su operacidn incrementan la fusidén, Puedo decirse que al
tas concentraciones de Ca'’ y el pH, que ayudun tambidn a lu coa =
leacencia de la membrana , conducen al crecimiento celular. Anf, -
cuando las células aon reincoporadas al medio de cultivo ideal aee
restituyen las actividuades normalus de la menbrana y la superficie
de la mioma so restablece s ostados en los cusles promuoven el cra
cimiento celular y evita una fusidn postarior,

El hecho de que lugs células vualvan a condicionee en las cua
les pueden continuar con sus actividados celulares normales, ya co
0 un hibridoms, implica que debe efectuarse una sincronfa de acti
vidad ya que la fusidn de células, que evidentemonte se encuentran
en diferentes fases de crecimiento, deben nocesariamente sincroni=-
zar sus funciones,

la fusidn es un evento raro, aun cuando s8e utilice PEJ o vi -
rus de Sendai, Por lo tanto, si lan células do mieloma se fusionan
con células normalesy, en el cultivo sobrepasardn en nimero las cé-
lulas tumorales y ea necesario asegurar que aolo los hibridos cres
can., La estrategia general es la desarrollada por Littlefield (66)
quien selecciond dos lineas tumorales: una de ellias qus carecis de
l1a ensima hipozantina-guanina-fosforribosiltransfarasa (HGPRT) y
la otra oarecfa de la enzima timidina kinasa (TK). Ya que aunque
la drosa aminopterina bloquea la ruta principal de purinas y piri-

aidinae y por lo tanto en su presencia las cédlulas que poseen las

enzimas TK y HOPRT cancelan el efecto tdxico de esta droga, si el
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medio de cultivo contiane timidina o hipoxantina., ia.03 dltinos pu
den ser motabolizados directumente por laus enzimad a nuclodtidos -
(ruta silveatre), Sin embargo las células TH~ y HOPRT™ carecen de
esta ruta y por ende la sfnteusis de ADN cesa y la célula muere., Si
estas cédlulao daficienzes se fuaionan con cdlulas normales,los nf-
bridos resultantes, al adjuirir las enzinas de la célula nornal, -
pueden cracer en el modio selectivo que contiens hipoxantina, ami-

nopterina y timidina (medio HAT),

lo) Utilizacidn de los hibridomas, lLoa anticuerpoa pucden utilizar
se para el andlisis y purificacién de moldculas contanidas en mer=-
clas antigdnicas complejas. Sin ambargso, hay 1.2 tener en cuanta

jue con:ienen anticuerpos con diferantesn eapecificidndes y jue son
heterojzeneos., lLos antisuercs convencionalay co obtienen de dos -
fuentess los noterocantisuoeros jue se producen por inmunizacién en-
tre especioes animales y los aloantisueros que son el proiucto de -
la inmunizacidn intraespec{fica. Algunae de las caracter{sticag -

por las cuales @e ha restrin;ido su empleo sonit a) es imposidble r

i®

producir precisamente un lote do anticuerposy b) cada antisuero es
muy heterogeneo en cuanto a especificidad, afinidad y actividad -
biolégic.aj ya que contiene anticuerpos que pertenccen a diferentes
clases de inmunoglobulinas y estin airigidos contra muchos determi
nantes anti ;énicos} c) se producen en especias diferentes a las =
que van a ger utilizados,por lo que si son usados in vivo puedan

originar problemas de hiersensibilidad} d) hay Jliferencias en las
respuestas individuales dentro de la misma especia, e) es dificil

obtensr an grandes cantidades ant{enos puros nocesirios para -
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geparar 3 los anticuerpos de dn untisuerd dado,

Los unticuerpos monoclonzles pundan emolearse como uan reicti-
vo qufmico bien detinido, loa prunlemas inaicaios pira un antiguo-
ro convencional pueden superaras con sa atilitac:idn, iderdus los
Ac¥ puaden producirase indefinidumente.

A diferencin de los antisueroas convincioniles, los anticuerpos
producidos por la tdcnica de hibridoma se ciracterizan por ser hoe
mogéneos en cuunto a la clase d4de inmuno :lobulirna que se proiuce,
afinidad y easpecificidad, lo cual les confiere ventijau para sy =
uso en muchos campos violdgicoa,

Por otra parte, pusuen prepararse AcM contra componuntes sine
gulares de cualjuier mazcla compleja; as{ misus, pusden prodacirse
cantiuvades ilimitadas de los distintos anticuarpos, 1o cual perei-
te desconponer uia mezcela de sustancias en 3us partes integrantes.
Esto es pogible inmunizando animales con la mezcla por analizarg
se obtienen clonas hibridus y los anticuerpos derivaios de cada -~
clona sirven para separar los componentes de lia mezcla en forma se
cusncial,.

La técnica de hibridacidn celular ha sido utilizada an e3tu -
dios inmanolégicos, en particular para la produccidn de AcM contra
una gran variedad de antigenos como son antisenos de la superficie
celular (61,123,139), antigenos de histocompatibilidad (29,92), an
t{fgenos tumorules (126) y en estudios de diversiiad de anticuerpos
(110). Otras lineas de investijacién usan la hibridicidén celular -
como una aproximacidn nul entendimiento del mecanismo que conirola
la expresién de inmunoglobulinas (49,%0,62,73), Se ha tenido un -

prograeso rdpido en la produccién de AcM contra ant{genos de célu -
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lam linfoides de humano. 3e han reportado AcM pars detersinantes
del loct HLA (20497,92,93), Q -2-microglobulina (10,13}1), un antf-
@eno ssociado con leucemia linfobldatica aguda (112), sonocitos (9),
timocitos (63,66,108) y varius poblaciones de linfocitoms T (37,108,
109,129)., Se han hecho tanbién hibridosas contra receptores (13}),
hormonas (40), haptenos (28,29,110,120), protefnas (8),38,114), -~
neuronas (26), virus (83,88,114), pardeitos (16,93,94,145) y otros
sicroorganiasnce. Los hibridomas celulares hun eido ya empleados en
el sapeo apomoudmico de ratén y en el hosdre (60,132), Asf misso,
se ha enocontrado que la habilidad para hucer y aivlar hfbridos ha
abierto nuevas rutas en ol andlisis de la regulacidn génica en cé-
lulan eucariontas, Tomando como marcadoves las propiedudes de las
odlulas progonitoras y analizando la expresidn de dichas propieda-
des en al hibrido, s¢ puode analizur la regulacidn de su expresidn.

©stos estuiion ayulardn asin duada a entender loa mecanismos que go-

biernan el crecimiento celular, la di1ferenciacidn durante el desa-
rrollo embriolédgi:o normal, la cicatrizacién y la formacidn de tu-
morad.

Se tienan grandes perspactivas de aplicucidn aen el futuro,
ya que los AdM promueven la posibilidud de idontificar y purificar
una gran cantidad de moléculus desconocidiag. Se piensa jue en gste
campo se tendrd un fuerte iuw.ucto. Los hibrildomas serin muy inmoor-
tantes en neurobiologfa y embriolosfa lonie los procesos de recono
cimiento cédlulna-célula y morfogdnesis deben depander de miacromolde-
culas de la superficic celular todavia no definidas. También en el
campo de 1a farmacologfa y en el estudio de los roceptores de hor-

monag y neuro trinusmigores.
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Una de lan aplicacionus mis samutivian es la 1nvesti we1én en
la biologfa de membranaa celulares, 3¢ presenta musha dificul tad
on ailslar lug protolnas de membrana, debido a a8 se encasntiran =
cantidadeos peqaeliasy y muchas veces ou actividad bioldpgica no o3
fdcilmente modible, o dutas ue destruyan al desintesrar la senbra-
ne sara oa andlisin, Los hibriiomas serdn invialorublos en la claai
ficacidn Jde laz cdlulaas, Unt idontiticacidn mds orecisa la laus cé-
lulag tumarales podrdn ayadar an al liamdatico y Srataniento dal
cdncar,Otro de los aspectos aen los cuales wu posivble utilizar los
hibridomag es an terapia tumoral, ‘odrfan producirse unticuerpos -
anti-tumor de un tipo Jo 1nmunoglobulina adecunda de manera jue fue
ran efectivons en llevur a cabo lu l{uis tumoral smediante los mecae
nigmosn del complumento, por medio de odlulas K o por macréfasos,

S5e picnsa utilizar los AcM en inmunizacién pasiva, Dada la i
pureza de los anticuarpos convencionales, lu inmunizacién pasiva
no o8 un nétodo guneralizado de tratasiento, aunjue se confia en
su eficacia cuando se pusde adxinistrar un anticuerpo purificado y
adends de la miuma especie. 3e tionen también grunies probabdilida-
des de uplicacidn de los hivridomas en trunsplantos de Srganos pa=-
ra una mejor tipificacién de antfgenos de histocompatibilidad.

Para la aplicacién en terapedtica, es deseable que los anti -
ouerpos procedan de linfocitos humanos y no de ratén o rata, pero
contrariamente a lo quo se¢ egperuba, la utilizacidn de linfocitos
husanos ha resultado dificil. £l problesa reside en que cuando se
fusionan células humanas con células animales hay una pérdidas pre=-
ferencial de los cromosomus humanos en las célulus hfbriias (142),

Yy sun no se ha tenido éxito en la bdsqueda de una linea tumorsl hu




- 26 -

mana adecuaia para el cultivo y la rfusidn que peraita obtener un

hibrido intraesjpecifico,

Dabido a4 las proviadades de loa anticuer;os monoclonales, -
anunciadus anteriormente, el objetiva de asta trabigo as la obten
cidn do un anticuer,o npomogdénoo con actividad monceajyes{fica diri
sida contra el hupteno 2.4=dinitrotenol, meliunte el empleo 4o la

tédcnica da hibriducisdn de cdtulus sormlticus,.

La nipdtesia del trabu, o 2atudlace guae al tenor cdlalas com-
promaetidas contra 2yd4-dinttrolenol y fasionzrlas con c¢dédlulas de -
mizloma, alsunas do lus cédlulas nibriias resultanies tenardn ucti

vidad conwra el D4P.




CAPITULO I
MATERTAL Y METODOS ‘
2.1 Animales, En log experimentos realizadoy se utilizaron ratones
machos de la oepa BALB/c con edades entre 6 y 8 semanas los cuales
ge mantuvieron en ol bioterio en cajas de acrflico con tapa de re-
jilla metflica, a una temperatura de 16 a 20 oC. al imonténdose con
tabletan de purina (Purina de Mdxico, S.A, de C,V,) y agua ad libi-

tum,

2.2 Preparacién del inmund:sno 2,4-dinitrofenol-hemocianina, Para

la inmunizacién de loe ratones se disolvieron 100 mg de carbonato

de potasio (K2003) en 5 ml de agua, a esta solucidén ue agreguron =
100 mg de hemocianina (Keyhole limpet hemocyanin, Calbiochem,){KLYH)
Por otro lzdo, se disolvieron 200 mg de dcido-2,4=-dinitrobencénico
aulfénico (Eastman Kodax 1) en 5 ml de agua destilada tibia, se =~
afladieron a la moezcla antarior con agitacidn conustante durante 15

h en lu obscuridad y a temperatura ambiente, Dospuds se di1alizé -
contra agus deetiluda con un poco de K2003 hasta obtener un pH de

7.0 a 7.4, La concentracién de protefna se determind por el métoado
de Lowry y col. (67) y lu concentracién de DNP por lactura de la -
densidad éptica (DO) a 363 nm en un espectrofotdmetro (Helger and

Watts),

2,) lnmunizacién de los ratones con DNP-KLH, La inmunizacién de los
ratonas 38 efectud medinnte tres doais, La primera con una concen-
tracién de 500 ug de DNP=-KLH oen 0,2 ml de una wezcla de solucidn sa
lina isoténica (SS1) y adyuvante compl=:to de Freund v/v (Oibco, -

Grand Island Biological, N.Y,), por via intraveritoneal (i.p.).




Trointa dfas deaspuds se los dio una segunda dosis con una concentra
cién de 500 pg de DNP-KLH en 0.2 ml do unu mezcla de SSI y adyuvan

te incompleto de Freund (3ibco) por via i.p. A los siguienten trein
ta dfas se dio una dltima dosiu insunizante por v{a intravenosa(i.

ve) con una concentracién de 100 ug da DNP-XLH en 0,2 wl de S3! es

téril, Despuds de 4 dfas de la dltima dosis se prodd jue las célu=

las de bazo de los animales inmunizadostuvieran C7A mediante la e

técnica do hem8lisis locnlizada en gel (Jorne, 196)3), Estas célu -

las adomis fueron utilizadas piara lo formaciédn de hibridowsas por

el métolo de KBhlor y Nilatein (950), modilicado por Jefter y col,

(31).

2.4 Células tumorales, 'ara la hibridacién se utilizé la lfnea tu=
moral SP2/0-Agl4 desarrolluda por Schulman y col (120)., Esta linea
no sintetiza cadenas de inmunoglobuline, es reuistente a 20 pg/ll

de B-12a y suere on medio suplementado con HAT. Las células se con
sarvaron a -70°C y 15 dias previos a su uso se descongelaron en ba
fio marfa a 37°C, so resuspendieron en MCC y se mantuvieron durante
10 min a temporatura ambienta. Pocteriorwente se lavaron por cen =

trifugacidén a 250 xg durante 5 min y se resuspandieron en MCC con

8-aza verific&ndose su viabilidad con azul tripano al 0.,4% (Gibco)

(8), La distribucidn de las células se realizd en alfcuotms de 5 ml
en botellas de pléstico estériles de 30 sl (Falcon Division, OXNARD
USA) y se incubaron a 37°C en atmésfers himeda y 5% de CO,s Cada 2
dfas se subcultivaron a una concentiracién de 5 X 104 células/ml en

5 ml y 48 h antes de la fusién se tomdé 1,0 ml de la concentracién

anterior y se ajustd & 10 ml,
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2.5 Obtoencidn de linfocitoa de ratdm pura la formacién del hibrido,

Para la formacién del hfbrido se wvacrificaron por dinlocacidn
cervical don ratones inmunizados con DNr-KLH, lLou bazoso se obtuvie
ron asédpticemente y so colocaron en una caju da retri estéril de -
60 X 1% mm (Falcon) quo contenfa aproximadamonts 10 ml do MCI y se
disgregaron con agujas 4@ 25 X 16 mm, lus célulan go tranafirieron
a un tubo de pldstico eatdril de 12 wml (Falcon) y se mantuvieron a
4°C durante 10 min, Posteriormunte el sobrenadante ce puusd a un tu
bo nuevo con el f'in de eliminar las partes gruosas del maceraio.la
suspen®idn celular se lavé por cantrifusncidn a 175 xg a 5°C duran
te 8 min, Las cdlulus gse resuspendieron en 5 ml de amortiguador -

TRIS con sloruro.de amonig y se mantuvieron a 4°C durante 10 min

con la finalidad do eliminar los eritrocitos presentes en lu sus -
pennidén. 3n seguida se lavaron con MCI frfo a 175 xg durante 8 min
y finalmonte se resuspendicron en MCC pars determinar el ndmero de

células viables,

2.6 Fusidn, Para la fusidédn de las células tumorales con linfocitos
de ratén ge mezclaran 107 células tumorales con loacélulua de bazo,
se centrifuzaron a 175 zg durante 10 min y se lavaron una vez con
MCC en las miumag condiciones, Al pagquate celular resultante se le
adiciond 0,2 ml de PEG al 50 4, la mezcla se agitd suavemante 6 min
Yy posteriormente se centrifugd a 129 zg durunte 3 min a temperata-
ra ambiente, Se Jdojd reposar 5 min y se resuspendio el piquete ce-
lular en 5 mnl de MCI y se cen:rifugd nuevavunte a 179 xg durante 8
nin, Las odlulus se resuspendieron eu MCC para tener una concentra

[
cién de 4 X 19”7 células/ml, Las célulus se distribuyeron en placas
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de microcultivo (Microteat II, Falcon) con una pipeta de 5 ml (¥al
con) colocando (o3 gotas on cads 020 J 8¢ incubaron a 37 OC, con
atmdsfera himedn y 5% de 002. A las 24 h de cultivo se anadid una
gota de MCC con HAT 2K, Posteriarmente se agre.sd una Jota de HAT
1X cada 48 h durante una semana y a la siguiento semana las océlu -
las se alimentaron con una gota de MCC, Tres dius después se exami
nuron los cultivos en un microscopio invertido para determinar la

oxistencia de hibridous., lios nibridos existantes se alimentaron cada

72 h con MCC y a los sobrenadantes ue les determiné actividad anti-

DNP,

2,7 Clonacidén, La clonucidn so realizd por dos mdtodos: Clonacidn
en agar-blando y clonacidn bajo condiciones de dilueidn limitante,
Para la clonacién en ajar blundo se preparé agar (Baoto agar,
Difco) al 2.5% en amortiguador salino de fosfatos (ASF) 0.15 ¥, el
agar se estarilizd en autoclave duranie 15 min a 15 libras de pre-
8ién y 8e mantuvo sin gelificar en bano marfia a 44°C. Por oira par
te los hfbridos se colectaron por centrifugaciédn y se prepararon
dos suspensiones de cédlulas viables, 2.5 X 103 y 1.5 X 103 por ml
con MCC y se mantuvieron a 4°C. Se umezclaron volimenas iguales de
agar y MCC adiocionado con 40% de SFB y se equilibraron en bafio ma~
ria a 44°C. De esta mezcla se distribuyd 1 ml en cada pozo de una
caja de cultivo ds 24 pozos (Micro well, Falcon) y se dejé gelifi-
car durante 10 min, Durante este tiempo se mezclaron 0,5 ml de ca-
da una de las suspension:s celulares con 1,0 ml de agur-MCC 40t y
s8e adicioné 0.6 ml a cada pozo., lLas cajus sa8 incubaron a 37°C, con

stméafora himedu y 5% de CO,.




Despuds de 8 a 15 dfas de incubacidn, las clonaus fuoron sepa-
radas dol agar por medio de una pipetas Pastuur, se colocureon en ca
Jas de cultivo de 24 pozoa y se incubaron con las condicioneu ante
riores. Los cultivos se obuservaron en un microscopio invertido deg
puds de 4 a B8 dfas para vor s8i habia crecimiento celular. En los <«
pozos donde hubo crecimiento aparsante, se probd la actividad anti-
DNP de los sobrenudantes modiante hemaglutinweidn pasiva (HP) y las
clonas positivas fuwron congeladas a -70°C. Para esto, so luavaron
una vez por centrifugacidn a 179 xg duranie 8 min resuspendiéndose
el paquete celular en 1,0 nml de ¥CC y se colocaron en viules esté-
riles de 2 ml (PRO-VIAL cooke, Dynatech Lub. lnc.) en volidmones de
0.5 ml de célulus con 0.% ml de medio criopreservador (81).

“n el caso de la clonacidén por dilueidn limitante, se preparéd
un soporte de miordfagos, Para ollo } dfus antes de la clonacidn
se inocularon 5 ratones de la misma cepa con 3 ml de aceite mineral
(Nujol,Plough do México) por via i,p, El dfa de la clonacién so ex
sanguinaron con el objeto do disminuir la contaminacién del exuda-
do con eritrocitoa, Inmediatumenie despuds los aninmules se fijuron
on una placa de corcho por las cuztro oxtremidades y el obdomen oe
desinfectd con alcohol etflico al 70%, Se inooularon 3 ml de solu-
cién salina balanceada (SSB) (30) con 10 U/ml de heparina (Sigma
de México,S.A.) en la cavidad peritonoal y se aplicé massje con -
unas pinzas por la parte dorsal durante 2 ®in, la piel del abdomen
se separd y se practicd una pequena incisién para extrasr con una
pipeta Pasteur la mezcla de S5B y aceite, El proceso sa raepitid 2
vaces congecutivas con SSB y la suspensién obtenida se centrifugd

a 400 zg durante 10 min, El sobrenadante se decantd y el puquete =




celular ae lavé 3 veces con S3B, Las células se resuspendieraon con
NCC, se determind el nimero de célulau via les y la suspensidén ae
ajustd a 2 X 105 células/msl. Lus ocdlulas se distribuyercn en cajas
de cultivo de 24 pozos en alicuotas de 1,0 ®l en cada pozo y se in
oubaron 48 b a 37°C, con atadufers himeda y 5¢ de €O,
Las células hibridas ee ajustaron a una densidad de 10 célu -
lus/ml.de mdnera seriada a partir de una densidad de 1 X 104 cédlue
laa/ml. De 1a suspensién de 10 ecdlulus se tomd 0,1 ml y 3e eolocé
en ocada pozo de la caja a la cual se adherieron los macréfagos., Se
incubaron a 37°C, con atmésfera hiseda y 5% de CO,. Después de 4a
8 dfue se verificé que las clonaa tuvieran actividad anti-DNP se -
diante HP y de las clonus positivas se eligié una para la expanmidn

y el resto ae congald a -70°C .

2.8 Expansidn. La expansidn de la clona se efectud do dos ainerass
in vitro e in vivo., Para la expansidn in vitro se cultivuron 100ml
de célulus ® una densidad inicial de 3 X 10° células/ml, en bote -
11as de 30 ml a 37°C, con stméafers himeda y 5B de CO,e A los 8
dfas de incubacién, las células se colectaron por centirifusacidn s
250 zg durante 10 min, su aubcultivaron de jgual ®msanera y el sobre
nadante se conservd a -20% para la ulterior purificacién de 108
snticuerpos.

La expansidn in vivo se hizo en ratén y para ello se inocula-
ron 10 ratones con 0.5 ml de pristdn (2,6,10,14-hexiloctadecanc,A}
drich, Milwaukee, W.I. U3A) por via i.p. Despuds de 23 dfos se les

4

inocularon 3} X 10" células y a los 18 dfas se sungraron psara com -~

probar la presencia de anticudrpos en circulacién sediunte HP, Des
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puds de 7 dfas desarrollaron lfquido de uscitis, el cual se extrajo
por drenado de 1la cavidad peritoneal, se mantuvo a 4°C durante 30
@min y s centrifugd a 400 zg durante 10 sin. E} sobrenadante se con

servé a -20°C para la purificacidén poaterior de los anticuerposas,

2,9 Purificacidn de los anticuer)os. Se utilizaron diferentes técni
cas para la purilicacidn de los anticuerpos, las cuuales se enuncian
a continuacidnt

A) Precipitacién de inmunoglobulinas con solucién saturada de sulfa
to de amonio(SSSA) tanto de los sobrenadantes de los cultivos asf
como del lfquido de ascitis, Para la precipitacidn de lun inmunoglo
bulinas se mezclaron voldmenes iguales de cada muestra con S3SA con
pE 6.5, se incubaron con agitacidn constante durante 60 min a 4%,
Las mezclas se centrifugaron a 5 300xg durante 10 min . lLos preci-
pitados se resuspendieron 1:20 con respecto al volumen original en
agua destilada y se dializaron durante 3} h contra agua destiladag
despuds contra ASF 0,01 M pH 7.2 durante 24 h y por dltimo con SSI
hasta que los precipitados estuvieran libres de sulfato, lo cual se
corroboré mediante la adicién de cloruro de bario al 10Y a una ali
cuota de la 3ST en didlisis, Finalmente se determind la concentra-
cién de protefna por lectura de DO a 280 nm,

B) Separacién de inmunoglobulina IgG por cromatograffa en columna
con dietilaminoetil-celulosa {DEAB-celulosa), La DEAZ-celulosa(Sig
ma) previamente activada por el método de Curtis y Chase (19) se =
empacd en una columna de 1,7 X 46 cm y se lavé con amortiguador de
fosfatos (AF) 0,01 M pH 8 hasta toner en el elufdo el pH del amor-

tiguador, Despuds se pasd la muestra y se eluydé con el mismo amor-
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tiguador separando alfcuotas de 3 ml en un colsctor de fracciones
(LDB 7000 ULTRORA C), La concentracidédn de proteina de luas alfcuotas
se determiné mediante lectura de DO a 280 nm, aquollas que contenfan
protefna se mezclaron, determinandose lusgo 1la concentracién de pro
tefna en la mezcla, isi mismo, se probd la actividad anti=DNP malian
te doble inmunodifusidn(DID)}(17) y HP.

C) Abasorcidén de los anticuerpos con actividud anti=DIP con safarosa
acoplada a DNP-lisina. Unicamentoe se procedid a la absorcidédn de los
anticuerpos presentes en la muestra procedenta de l{juido de asci-
tis por ser la que so obtuvo en mayor cantidad, PYara ollo a la sefa
rosa (Sepharosa 4B, Farmacia) previamente activada y acoplada con
DNP=lisina (71,101) se le adiciond la muestra y se incubd en obscu-
ridad durante 15 a 18 h, a temperatura ambiente y con agitacién cong
tante, Transcurrido el tiempo de incubiacidn se filtrd la sefarosa

en un embudo blichner "C" y el filtrado se recuperd para corroborar
la inoxistencias de anticuerpos con actividad anti-DNP mediunte DID

y HP, Posteriormento la sefarosa-anticuerpos se lavé con ASF 0,01 M
pH 7.2 hasta eliminar lu proteina no absorbida a la sefarosa, com=
probindose duto mediante la lectura de DO cercana o igual a cero a
280 nm,

La separacidn del conjugado se hizo eluyendo la sefarosa con
una solucién de DNP lO'zM. Para ello se incubaron la sefarosa~anti
cuerpos con 50 ml de solucidén de DNP 10-2 M durante 60 min a tempe
ratura ambiente, con agitacidén constante y en la obscuridad. Zn se
guida se filtré en el embudo bilchner y se lavé con 50 ml de la mis
ma solucién, ¥l filtrado se concentrd 10 veces por ultrafiltracién
por amicdn (Membrane DTAFLOY ¥ 100 000 MW AiICO!Nl Corp.lexinton Mass

USA) y se determindé la concentrac.én de protefna meiiunie ol méro-
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do de Lowry y col,.
D) Separacidn de los anticuerpos del DNP mediante cromatojrafia en
columna con DOWEX I. Para la separacidn de los anticuerpos del hap
teno se utilizé una columna de 1.7 X 30 cm en la cual se empacd DO
4ERK 1 (IX8 400 Chloride form Sigma) previamente hidratado y activa
do, La suestra se pasd por la columna y se eluyd con ASF 0,01 M pH
7.2, colectdindose fracciones de 3} ml, Por dltimo la concentracién
de protef{na y DNP presentes en las frecciones se determinaron me -
diante lecturu de DO a 280 y 3163 nm respectivamente,

Las alfcuotas conteniendo a los anticuerpos se mezclaron y -
concentraron por ultrafiltracidn con amicén., Posteriormente se de-
terminéd la concentrucidn de protefna por el método de lowry y col.

y la actividad anti-DNP por DID y HP.

2,10 Caracterizacién de los anticuerpos. Después de la separacién

del hapteno DNP de los anticuerpos, se analizaron éstos (ltimos me
diante electroforesis reductora con 2-mercaptoetanol en gel de po-
liacrilamila (140). Por otra parte para determinar el tipo de inmu
noglobulina producida por la clona expandida, se empled la técnica
de DID que se aplicéd con sueros liofilizados anti-inmunoglobulinas
de ratén (Miles Laboratoires Inc. USA) producidos en conejo contra
las clases 1gM, IgA e I1g0 y las subclases de Ig0 corresnondientes

a IgGl, IgG2a, Ig(}2b e IBGJ' Finalmente, mediuante la técnica de -~
isoelectroenfoque (53,84) se analizaron los antiouerpos obtenidos

con el fin de comprobar la naturaleza homo;énea de los mismos,




CAPITULDO I1I
RESULTADOS

3¢1 Cinétioa de reopueata a DNi’ de los ratonea inmunizadoas con

-

DNP=KLH, Para determinar la preasencia del mayor ndmero de
CFA producidas contra DNP por loe ratonae inmunizados con =
DNP=KLH y definir por este medio el d{a m&s propioio para lle
var a cabo la FCy, se realizd una cinética de respuesta a DN?P
los dfas 3,5 y 8 posteriores a la inmunizacién. Para oadla de-
terninacién se emplearon tros ratones inaunizados con las do=
sie indicadns en Jlu parte de material y métodos y tres rato -
nes normales, @& los ouales se les deteornind el nimero de CFA
por el método de heméliei@ localizada en gsl, Como pueds ver-
e en la Tabla IV y en la Figura ), entre loa dfas 3 y 5 se -
presentd una mayor proporcién de CFA, por consiguiente se eli
216 o)l dfa 4 después de la dltima doais inmunizante para lle-

var a cabo la FC,

3,2 Pusién, La fusién se llevé a cabo con las células cosecha
das el ouarto dfa a partir de la dltima dosis inmunizante, ps
ra esto se utilizaron los bazoa de los ratones insunizados =
que mostraron CFA en sus bazoa, en cantidadss éptimas, Por sl
contrario, los ratones control no presentaron respuasta & DN?,
Por otra parte, @s oolectaron las células tusorales y se
procedid & la fusidén cultivdndose las oélulas & uns concentra
cibén de 4 X 105/l1 durante 24 h, Por otro lado se cultivaron
5X 107 cédlulas de bazo provenientes de ratones inmunizadoe -
on 5 voldmenes de MCC y en presencia de 100 ug/sl de lipopoli

sacArido de E. coli durante 24 h (125), Al transourrir este




TABLA 1V

CINETICA DE RESPUESTA A DNP DE LOS RATONTS INKURNIZADOS®

Diao Ratones® CPA/106 Célulae de baso & E,E,
postinsunizscidn aRC arc-wp°®
) Norsales 2,0 £ 0.76 1.2 2 0,6
Insunizados Jn2 1.8 400,0 = 0,0
5 Norsales 0.0 0.0
Insunizadoe 0.0 679.0 = 32,9
8 Norsales 0.0 10,8 - 1.8
Innunisadoe 0.0 76 = 3.5

e Loe ratones se insunisaron por vis i,p. ocon tres dosis de

DNP=KLE coso ee indica en la parts ds sateriel y métodos,

d Se reportan los valores promedio de CPA detersinadae en

tres ratonse insunizados y tree ratones norssles.

o Los globulos rvjoe de oarnero ee acoplaron con TP como se

describe en el apendics C,




FIGURA 1

Cinética de respuesta a DNP determinada mediante
la técnica de hemélisis localizada en gel, en 3
ratones normales y 3} ratones inmunizados con )
dopis de DNP-KlHe 8@ representan CFA promedio de
terminadas con QRC acoplados a TNP menos CFA de-

terminndas con QRC normales,
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tiempo se fusionaron con lus células tumoraliss, So utilizd ol
lipopolisacdrido :ue e¢s un mitdegono e cdlulas 3 (65) con el
fin de aumentur lua fracuencia de fuaidn, 30 obsarvd jqu,en -
efocto, hay un incremento un la recasncia de fusidn en las
células tratadag,

Nespuds do 1% dias de la induccidn da tusidn con °E3, ge
hizo aparente la presenciia ae colenius de hibriios, las zuales
aparecieron en 70 de log 109 cultivos, lo jue equiviale a4 un -
65 ' de culiivos con colonias do hibridos, Los sobrenadantes
de todos los pozos con crecimiontos visible du hibridos se one
sayaron para detectar la presencia de actividad anti=O me =
diante H?. La frocu ncia de deteccidn Jdu aibriaomas positivos

fuo de I3 jque corresponde a un 92,7 <5,

3.3 Clonacidn, Una vez qua se detectuaron los hibridomas posi-
tivos se determind la viabilidad de las célulasz de una sola
colonia positiva (N2.26) y la cual se eligid al azar. “n osta
colonia se obtuvo una densidaud do 3,7 X loscélulus/ml. a papr=
tir de la cual so efectud una dilucién samilimitante, Pars lle
var a cabo dsta, se caltivaron 3.7 X 102 cdlulus en 0.1 ol on
cajas de cultivo a lus cuales previumente se hasia adherido -
una monocapa de células peritoneales obtenidas de ratén. Los
sooroniaduntes da 50 cultivows ocno dfas despuds se ensayaron -
por Hr y de ellos 36 fueron positivos en 5u respuesta a "M,
Al probarse 2utos miswos por innibicidn de la nemu:lutinacidn
con M ~ficoll, 1l resuluaron {mincament: sositivos a .-, DNe
estos Ll cuitivos, | se clonaron por la tdenicu se . car-olando

{Publa V).




TABLA V

CULTIVOS rOSIPIVOS BN SU RESPUZSTA A DHP LOS CUALWS SE CLONARON
POR LAS TECNICAT D AGAR-BLANDO Y DIIUCION LIKITANTZ

Nim, de cédlulas Vviae

células pars clo clonas po-

cultivo bloa/nl(llob) nar/sl (x103) sitivas

Dilucién 26 37 1.7 36.
Semilimitante

il 2:5 6.0

3 2.3 6.0 )

34 1.8 900 -
Agar-blanda® 35 1.0 5.0 -

37 4.1 8.0 1

38 59 9.0 8

39 2.1 1.0 -
Dilucién 32 14.9 c 17,29, 363
limitante

e De los 36 cultivos que resultaron

la técnica de agar-blando y 1 por

to de los cultivos se congelaron,

b Las clonas },7 y 8 se expandieron

positivoa T se clonaron por
dilucidén limitante. Bl res-

in vitro y loa cultivos que

resul taron positivoa se congelaron,

¢ Se efectusron diluciones seriiadas a partir de 1 X 10

4 célulan

por ml haeta tener una densidad de 10 células por el

d La clona 36 as expandid im vivo e in vitro, Las clonas 17 y 29

@9 congelaron
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Por otra purte, so tomd la colonia mimero 32 de loa 16
cultivos nque fueron inicialmente pousitivos y se clond por la
tdcnica de dilucidn limitante, *n esta colonis e tuvo una
densidud de edlulas viables de 14.9 X 105 por ml, la cunl se

ajusté a una denuidad da 1! X 10?

cdlulno/ml que se diluyé de
una manera oseriada hasta tener una concaentracidén do 10 célu-
luu/ml. Ne antn dltima dilucidn se cultivaron 50 pozos con -
una sola célula, Al probar la actividad anti-Dii? de los sobrg
nadantes de loa 0 cultivow, 3 deo ellos preaentaron rospucs-
ta positiva en Hiy por lo que s¢ oligid la clona mimero 36 pa

ra hacer la expansién (Tabla V),

3o4 Expansidn. La clona aeleccionaia ue expandid in vitro hag
ta obtener una densidad de 3 X 10° cdlulas/ml en 100 ml, Se -
obtuvieron las células y el asobrenadante, Zste dltimo mostrd
actividad anti DN (labla V1) por lo que se conuarvé para la
purificacidén posterior de los anticuerpos. Las células se sub
cultivaron para la oxpansidn in vivo.

Cuando se inocularon las cdlulas hfbridas a ratones pre-
viamente inoculados con pristdn, los hibridos crecieron co-
mo un tumor en el 80 ¥ de los animales., Esto so determiné =
mediante la deteccidén de anticuerpos circulantes cuando se -
probd el suero de los ratones en HP, Dichos hibridomius conw=
tinuaron sgecretando grandes cantidades de anticuerpos a tra

vés del 1fjuido de ascitis on el 62 * de los ratones, lo cual

pudo ser corroborado por HP (Tabla VI),




HIGASLITINA DY 20 TIN D 30300000 7T Ty

DE LIQUINDO D& ASCITIS ANDTES DE PRECTPITAR CON SSSA

aRC acoplados mds anti-TNP 1164

*

GRC mormales mds anti-TNP -
GRC acoplados adlosn -
GRC normales solos -
GRC acoplaios mds suero normal

GRC normales m&s suero normal -

GRC acoplalos mds medio de cultivo -

ORC normales mds nedio de cultivo -

ORC acoplados mds sobrenadante (-) -

GRC normales mis sobrenadante (=) -

GRC acoplados mds sobrenadante Is + 131128
ORC normales mfas sobrenadante Is -

ORC acoplados mds sobrenadante Ile ¢ 1364
3RC normales més sobrenadante ITI+ -

GRC acoplados m&s lfquido de ascitis I + 134096
ORC normales mis liquido de ascitis I -

GRC acoplados mds 1fquido de amcitis 11 + 114096
GRC normales mdn 1fquido de ascitis I! -

GRC acoplados mfa lfquido de ascitis norsal

ORC normaleo »ds l{quido de ascitis normal

1+ y 11+ corresponden & la primera y segunds ezpansién
in vitro

I y I1 se regieren a la primera y segunda expansién
in vivo

(=) sobrenadante de un cultivo anterior que no dioc reg

puesta a DNP
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Para seguir expandiendo la oclona,a uno de loa ratones ee
lo extrajo el tumor jue crecid en forma agregada, se disgregé
¥ ®e cultivé in vitro, tanto en presencia de 8-aza como de HAT)
despude de ser expandido in vitro y probada 8u aotividad por
HP la cual resulté aer positiva (Tabla VI), nusvamente ee ef
pandié in vive, De este modo se obtuvo el crecimiento de hibdbri
domas secreturee de anticuerpoas en el lfquido de ascitie del
100 € do los animales, lo que se comprodd mediante la detersi-

nacién de aotividad anti-DN? del mismo por HP (Tabla VI),

3.5 Purificacién de los anticuerpos. La precipitacién de tnamu-
noglobulinae del 1fquido de ascitis y de los sobrenadantee de
loe cultivos celulares @e reslizé con 333A y aportd 168 sg/sl
Y 5.2 sg/ml de inmunoglobulinas respactivazente, después de -
probar eu actividud anti-DNP (Tabla VII)ue separd la IgG por

cromstograffa en colusna con DEAk=celulosa, La 1.0 ee coleotd

de la fraccidn 2) a la 45 en al caso de lfquido de ascitie ¥

de la 30 @ la 36 en el de sodbrenadantes de cultivo (Pigura 2).
Las fracciones se analizaron en inaunocelectroforesis y mostra-
ron una sola bania que se identificd como 1g0 (Figura 3),

Por otra parte, al probarce aubae fracciones por HP presen
taron actividad anti-DNP oon tftulos de 13128 (Tabla VIII)} -
iaguslmente, la actividad anti-DNP se corrobord al probarse en
DID con DNP acopla.o & hewocianina., Con estoe antecedentes se
pudo proceder a la absorcién de loe anticuerpos con actividad
anti-DNP mediante sefarosa acoplada a WNP=-lisina, lo cual ee

bhizo evidente cuando deaspuds le incubar la suestra con la aefa




TABLA VII

HEMAGLUTINACION - PASIVA DE SOBRENADANTES DE CULTIVO

Y LIQUINDO DE ASCITIS PRECIPITADOS CON SSSA

aRC
anc
GRC
aRe
aRre
ORC
ane
aRre
GRC
aRrec

acoplados mds anti-TNP

norzales mds anti-TNP

aocoplados solos

normales solos

acoplados més suero normal
nornales mds suero nommal
acoplados mds sobrenadantes
normales mdis sobrenadantes
acoplados mdas lfquido de ascitis

normales més lfquido da ascitis

+

11128

11512

141024




PIOURA 2

Perfil oromatogréfico en columna con DRAE-celuloss
de las inmunoglobulinas precipitadas con solucidn

saturada de sulfato de amonio,

A Curva de elucisn de las inmunoglobulinas obteni-
das de 1fquido de aecitis.

B Curve de elucién de laas inmunoglobulinas obteni-
das de sobrenadantes de cultivo,.




"0!

0.75

0.50F

DO 280 nm

0.25

20 40 80 80
No FRACCION




PIOGURA 3]

Innunocelectroforesis de las inmunoglobulinas obtenidas

de 1fquido de ascitis de ratén y de sobrenaduntes de =~

cultivo,

1 Immunoglobulina de liquido de ascitis

2 Inmunoglobulina de sobrenadante de medio de cul tive

3 Anti-1gC de ratdn

BT e e e e i

2




TABLA VIII

HEMAQLUTINACION PASIVA DB LAS INMUNOGLOBULINAS 3SRPA
RADAS POR CROMATOJRAPIA EN DEAE-CELULOSA DE 108 30-
BRENADANTES DR CULTIVO Y DE LIQUIDO DE ASCITIS,

GRC
amrc
GRC
aRc
arce
GRC
ORC
GRC

acoplados més anti-TNP

normales nés anti-TNP

acoplados solos

normales solos

acoplados mds sobrenadantes
normales mis sobrenadantes
acoplados aés 1fquido de ascitis
normales mds lfquido de ascitis

+ 114

10128

+

+ 10128
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rosa, #ae encontrd qua en el filtraio a0 persintfa actividid ane

ti=DNP, indicando que lou snticuerpos habvfan siio absorbidos a

lu sefarosa, Poateriormente ue ofectud la ueparacidn lel conju~

gado DNr-anticuarpo do 13 sefurosn y ne aiuld deo date ol anti -

cuerpo, Eato Gltimo me concretd nl pasar el conjugado "WP-anti-

cuerpo por una columna de cromato :raffu con NDowex, %1 anticuarpo
#e colecté de la fraocidn 4 a la 7. La curvs de elucibn se muey

tra en la [F1cura 4),

Ya separados los unticuer;os ael hupteno, los primeros se
concentraron y ensuyaron paru determinar la presencia de activi
dad anti«DNP modii.nte inhibicidén de la hema;lutinacidn con NNP-
ficoll (Tabla IX), HP (‘fabla X) y DID con DNP acoplaio & dife -
rentes acarreadoros (Figura 5), As{ misuo @a probd la actividad
del anticuerpo utilizando diferentes .iluciones del minmo fren-

te a DNP acopludo a homocianina {Figura 6),

3,6 Caracterizacién de los unticuorpos. Se anulizaron los anti-
cuerpos mediante electroforenis roductora en gel de vuvoliucriie
mida (Figura 1) encontréniose que el producto secretado por la
clona expandida preasentd en todos los casvs o]l putrédn caracte -
rfotico de una inmunoglobulina, la cual presentd una pureza con
fiable, lo cual puzde aser corroboradoc por el empleo de técnicas
més finas, cono lo ew el ivoelectroenfoque,.

Por otra purte, mediinte el empleo de antisueros ocontra -
las diferentes clases de inmunoglobulin.us de ratén ase reveld en
DID (Figura 8) que el anticuerpo obtenido Je 1fiuido de uscitia

partensce a und inmunoglobulina de lu subclase 1303. Finalmente




PIAGQURA 4

Perfil orosatogréfico en colusna con DOYEX-I del
conjugado DNP-anticusrpo obtenido de l{quido de

asol tin,




TABLA 1IX

INHIBICION DE LA HEMASLUTINACTON ZTON DNP-FICOLL
DEL ANTICUERPO PURTFICADO DE LIQUIDO DE ASCITIS

GRC
GRC
GRC
GRC
GRC
aRrC
aRe
aRrReC
gRC
GRC

acopladon més DNP-ficoll mds anticuerpo normal
normales mdno DNP-ficoll mis anticuerpo normal
acoplados mAs DNP=ficoll mds anticuerpo de l.a,
normales mds DNP-ficoll mds anticuerpo de l.a,
acoplados mds DNP-ficoll

normales mas DNP-ficoll

acopladon m&s anticuerpo de lfquido do ascitis
normales més anticuerjyo do l{nuido de ascitis
acoplaios m&s anticuerpo normal

normales m&s anticuerpo normal

15128

13512

l.a,

1fquido de aBcitis




TABLA X

HEMAGLUTINACION PASIVA DEL ANTICUERPO PURIFICADO DB

LIQUIDO DB ASCITIS EN VARIAS COLUMNAS DE DOWEX

JRC acoplados mds anti=TNP ¢ 1164
GRC normales mdn anti-TNP -

ORC acoplados solos -

GRC normales eolos -

GRC acoplados mds suero normal -

GRC normales m&s suero normal -

ORC acoplados mde anticuerpo I + 18512
CRC normales més anticuerpo I

GRC amooplados més anticuerpo 1' + 11128
GRC normales mds anticuerpo I -

GRC aocoplados mds antiouerpo I'! ¢ 131024

ORC normales nés anticuerpo I -




FIGURA 5

Dobleinmunodifusién del anticuerpo purificado de
1{quido de ascitias de ratdn (pozo central) fren-
te a varias diluciones (1,concentraios2,1:2, 3,
114y 4,118} 5,11163 6,1832) de diforenten acarrea
dores ncoplados a DNP? (pozos periféricos) los que
gse prepararon como 88 indica en el Capftulo II.
A) DNP-albimina hurmana (fraceiédn V)

3) DNP-albimina de conejo (fraceidn V)

C) DNP=zamma globulina humana (fraceidn II)

D) DNP-alb@mina bovina (fraccidn V)

E) DNP-hemocianina (KLY)

F) Acarreadores sin DNP (a,b,c,d y @)

Se observa que en la mayorfa de las diluciones aparecen

bandas de precipitacién, excepto cuando se uso cuusljuie

ra de los acarreadores sin DNP,
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PLGURA 5




PIQuURA &

Dobleinmunodifusidn del anticuerpo purifioado de
1iquido de asoitie de retdn (poso oentrel) frey
te & varias diluoionee (1l,00ncentrado) 2,149 ),

1:8) 4,10106) 5,1132) 6,1:64) de DEP-KLH,

antiousrpo comoentrado
antiousrpo 112
antiocusrpo 14
enticusrpo 118
anticusrpo 1116

anticuerpo 1132

S w ®mB v 0w &

antiouerpo 1164
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PIGURA 7

Bleotroforesis reductors en gel de polisorilamida
con 2-sercaptoetancl y D33 a1 10 ¢

A Patrén

D Ig0 de cerdo

C Antiocusrpo sonoclonal coatrol

Dy D' y D'' Aaticuerpo obtenido de liquido de
asoitie purificado en varias oo -

lumnae de DOVWEX I

e Cadenss pesadas

» Cadenss ligeres
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FIGURA 8

Dobleinmunodifusién del anticuerpo purificado de 1§
quido de meoitis de ratén frente a antisuerce de ra
tén producidos contra las diferentes clases de insu

noglobulinas del mismo.

g6,

ey

| 6
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®e encontrd por iascelectroenfoque que la mueutra analizads oone

tiene antiouerpos del mivmo punto inoceléctrico (Pigura 9).

3.7 Cuantificacidn de lou anticuerpos, La obtencién de los antj
cusrpos se roalisd mediante la purificacién em alfouotas de una
parte del) lfquido ds ssocities a oada una de 6stas alfcuotas e
deternind la conocentraoidn de proteina sediante el método de -
Lowry y col. sn oada una de las stapas del proceso de purifica-
0ién, Se obtuvo una concentracién final de 11 mg/ml de protefna

y un total de 20 ml,




PTGURA 9

Isoelectroonfoque del anticuerpo purificado de 14
quido da ascitis de rutdn, en condiciones raducto

TS,

A Corrimiento en anfolinas de pH 3 a 10

B Electroforesis reductora on gel de poliacrila-

mida con 2-mercuptoetanol y DSS al 10 %

a Cadenas pesadas

b Cadenas ligeras







CA?P ITULO 1V
DISCUSION

En este trabajo se utilizé la tdécnica de hibridacién de célu~
las somdticus desarrolladu por KShler y Milstein para la produccién
de un anticuerpo monoclonal (AcM) espec{fico de la clase [sG con =
actividud anti-dinitrofenol,

Se ha demostrado la cooperatividad entre anticuerpos (95).sin
embargo es conveniente emploar AcM para corroborar este mecanismo,
Por lo tanto, ol presente trabajo tiene por objetivo preparar un
AcM contra DNP,

Al hacer los andlisis de los trazos de Scatchard de reaccio -
nes antigeno-anticuerpo utilizando inmunoglobulinag obtenidas de
animales inmunizados, se ha observado que presentan un brazo ascen
dente que podrfa ser explicado por la presencia de interacciones
cooperativas entre las moldculas de anticuerpo. Sin embargo, debi-
do a la heterogeneidad que se presenta en los sueros hiporinmunes
ser{a interesante probar y analizar estas reacciones con anticuer=
pos homogéneos:y con una sola afiniduad, Por lo que el anticuerpo
obtenido en el presente trabajo se probard para dicho fin,

Se sabe que las caracteristicas de la respuesta inmune pueden
depender tanto del esquemua de inmunizacién como de la naturaleza
del ant{genoj sin embargo, diferentes determinantes sobre la misma
molécula antigdnica pueden variar en inmunogenicidad y su habili -
dad para inducir la aparicién secuencial de diferentes tipos de an
ticuerpos (111). Durante la respuesta inmune primaria la mayorfa
de los antizenos inducen inicialmente la formacidén de anticuerpos

de la clase IgM, seguidos de la produccidn de la clase Ig0 y poste
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riormente de lu clase IgA, Mientras que en respuesta inmune secun-
daria oe producen preferencialmente anticuerpos de la clase 1gG (13,
47). En base a lo anterior me utilizé un protocolo de inmunizacién
consistento en dosis repetitivas con el fin de incrementar la fre-
cuencia de CFA do la clase [gd (89), usf{ oomo ol nimero de estas -
células on el bazo con reupecto a la IgM, lo cual puede observarae
por el nimero do hibridos obtenidos detectudos por HP,

Se ha encontrado que, con pocas excepcionas, las cdlulas plas
mAticas secretundo inmunoglobulinss no eustdn restringidas & la ofn
tosis de una sola especie de moldcula de inmunoglobulina (6,14,21)
Yy que entas células plasmdticas que pecretan IgC o IgAh son derivae-
das de precursoros quo aintotizan IgM (46,59). Se sabe también que
la maduracién de una respuests insunitaria va a menudo acompaisda
por un cambio en la clage de anticuerpo que eatd siendo producido,
deade IgM hasta IgQ y que la especificidad del anticuerpo se man -
tiene & través de este cambio (137). Durante el perfodo de transi-
cién se encuentran ciertos inmunocitos que sintetizan tanto molécu
las de IgM como moldc:las de Igl. Eato podria explicar la presen -
cia nimul tdnea de varias clas:s de inmunoglobulinas sobre algunas
cédlulas B (96, 144), Por otra parte, no todas las células inmuno -
conpetentes se diferencfan a cédiulas plasmiticas productoras de an

ticuerpos, 3ino que una parte de la poblacidn celular genaibiliza-

da a determinado antfgeno persiste como célula de memoria (146).
Se ha sugerido que las poblaciones heterogeneas de anticuer =
pos producidus en respuesta & la estimulaciédn gor un determinante

antizénico, representa el producto de numerosas clonas celulares -

que producen anticuerpos howogéneos (3,7). Asf mismo, la respuests
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insune humoral a la eatimulacidn antigdnica con conjugados hapteno-

protefna estd caracterizada por la produccidn de una poblacién hete

rogenea y altamente espec{fica de moléculan de anticuerpo. Se ha he

cho un andliasio sobre 8sto y so ha encontrado que la progemis clo -

nal de un solo precursor de CFA (célula B) producas una poblacién rom
tringida do moléculas de antiouerpo (107),

En la Teorfa de la Seleccidn Clonal que ea la mdn aceptada has
ta 1a sotualidad, se implica que el sistema insune reaponds al antf
geno por geleccidn, activacién y expansidn de algunas clonas de lin
fociton, los cuasles esntdn precompromaetiloa con un ant{zeno partiocu~
lar (12) y quo por lo tanto ls respuesta husoral a un antf,zeno dado
o3 el resultado deé la suma del producto de muchas clonas individua=
les,

En la respuesta inmune noriwal, la CFA es probablemente una cé
lula en “estado {final", os decir, es una célula incapaz de diferen-
ciacién posterior, Se cree que las CFA tienen una vida msedia de aso-
lo pocos dfasy sin embargo, una CFA puede, bajo transformacién ma =
ligna,producir grandes cantiiades de imsunoglobulinas hosogéneas,
como @8 el caso del mieloma miltiple, donde aun cuando no se ha po=-
dido desostrar la aotividad de anticuerpo para la mayorfa de protef
nas procedentes de 61, una extensiva aeleccién ha demostrado la ao-
tividad de anticuerpo para algunas protofnas de mielcma (106).

Bsjo ciertas condiciones las células puaeden fusjionarse pars
generar un hibriio, en el cual una célula aporta la eapecificidad ¥y
la otra la inmortalidad por su capacidad para dividirse constante -
sente, De esta munera se orisina una clona que secreta una inmuno -

globulina espacf{fica contra el ant{geno (50),




- 68 -

En aste trabajo se fusionaron oeélulas plaszdricas con cédlulaa
de mioloma. Se produjeron varios hfbridomas, el quo se ocarscterizé
secretd una inmunoglobulina deo la subclase 1303 con actividad anti
DNP, debido a que las oélulas que pe fusionaron fueron células de
bazo secretoras de IgQ oon células de mieloma de ratén SP2/0-Agl4
no secretoran de inmunoglobulina (120)., Eetas Gltimas son variantes
de l{neas celulares de mieloma do ratdédn y tienen lu propiedad de
no gecretar innunoglobqlinnl. Estas lfnoas celulares han sido am =
pliamente reportadas y sus ofecton estuiiados (52, 116), Con ol L] ]
pleo de dichas cdélulus se impide la formacién de moléculas nuevas
de insunoglobulinas (15, 117), por lo mismo, queda eaclufda la po=
sibilidad de asociacidén entre cadenan ligeras y pusadas de las 1l{-
nsag progenjtoras, como ocurre con las cdlulas hibridas provenien=-
tes de nielomas secretores de inmunoglobulinas (50), Se desconoce
el mecanismo por el cual se regula la sintesis de anticusrpos en -
las células h{bridas, aunque se ha sugerido que la pérdida de pro=-
duccibén de un anticuerpo por una clona probablemente es conaecuen
cia de la pérdida del cromoscma o cronosomas portadores de los ge-
nes responsables de la produccién de insunoglobulinas (52).

B el presente trabajo se empled el PRI como agents inductor
de ¥C, ya que con é1 se superan algunas limitaciones que se presen
tan con el uso de agentes como los virus (24,38) y las lactinas -
(17), tales como la freouencis de hibridacién, la dificultad de -
preparacidn y la falta de reproducibilidad de un lote s otro, En -
el caso de los virus, ademds, se tiene qua la actividad fusionante
es variable y expuesta a decaer, y no pusds excluirse la poasibilie

dad de introducir fragmentos de la informacién viral a las células
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tratadas (100), Otra diferencia os quo ol nimero de célulans multi-
nuclaadas deapuds dol tratumiento con virus de Sendai, se ve fuere
tamente influanciado por pegquefios cambioa en ol pl (17,124)s Aun
cuando el PEC se ha caracterizado como un ajente altamente activo
en inducir fugidén debido a su constunte actividud fusionante de 19
te & lote y a su fdcil uso, ademds s iguslmente efectivo en un am
plio rango de pH (22, 134) hay limitacioneos respocto a su usaj por
ajemplo, que dificulta la FC en suspensién debido @& su alta viseoni
dad (22,23,34) y que la concentracidn del PEG y el tienpo de expo=-
Bicidn sean cruciales para obtanar un mfnimo ontre toxicidad y mé-
ximo de frecucncia de fusién (22,34).

Para la clonacidn se eligid la colonia al azar porque para =
el trabajo se requerfa obtener una colonia jue prusentara activie
dad anti~DNP independicntem2nte del nuimero de cédlulas viables que
tuviera la misma, Aunque esto dltimo e8 un aspecto importante para
los finea del trabajo no se requeria de la evaluacidn.de todas laa
colonias. En la clonacidn por la técnica de agar-blando se presen-
t5 ol inconveniente de la contaminacidn, ya que es un medio nutrie
tivo muy rico adomés de los hibridos llegan a crecer otros organis
mos. Por otra purte, el tiompo de incubacién para la obtencién de
la clona e@s un poco mayor en comparacidn con el necesario para la
clonacién por dilucién limjitunte., Sin embargo los cultivos sfectua
dos mediante esta Gltiza son tambidn muy suceptibles de contaminap
se,

Con respecto a la clonacidn por dilucién limitante se plantea
la interrogante de que 8i se cultivé una séla célula. lLa pregunta

es dfficil de contestar, 9in embargo, aunque no se corrobord por
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sicroacopfs, los resultados obtenidos como la reacsidn eixclusiva =
de la inmunoglobulina obtenida con el antisuero dirigido vontra
Ig(l3 yJ la existoncia de un solo punto isoeléotrioo, sugieren que
en efeoto es olond una sola célula,

Dewpuds de analizar los anticuerpos por aelectroforasie reduo~
tora se observd que junto con las cadenas de las insunoglobulinas
aparecen otras bandas, debido a la composicidn del 1fquido de amai
tis, se cree que estas bandas son contasinantes que ae precipite -
ron junto con las inmunoglobulinas y que no pudieron ser elisina -
das durante la purificacidén de los anticuerpos. Por otro lado, pro
bablemente eata contaminacidn hubiera eido menor si el anticuerpo
es hubieran purificado de sobrenadante de oultivos, Aunque la des=
voentaja de aste dltimo es que pars obtenor cantidades suficientes
de anticusrpo se necesitan cantidades suy grandes de medio, lo cual
serfa muy costoso por la composicidn del miaso,

Por otra parte, se decidid purificar golasente el anticuerpo
obtenido de lfquido de sacitia, ya que la concentracidn de insuno-
Zlobulinas fue mayor que la obtenidas ds sobrenudantes de cultivo,
Indspendientesente, el interde del tradajo no contesplaba la procg
dencia del anticusrpo,

Considerando la presencia de DNP en las sueetras purificadae

(Pigura 4) se obeervé una concentracién casi nuls de DNP, lo que -

sugiere que sl anticuerpo tisne una pureza confiable, Asf{ sjenmo,

el hecho de que la Bueatra analizada reaccione eolamente con el ag

tisuero dirigido contra Igld, y que ademds tengsn un solo punto isg

eléctrico sugiere fueptemente que 8e trats de un antiouerpo monoclg

nal,
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Finalwente, el rendimiento obtenido por ratén que fue de 1 mg
puede congiderarse como un rendimiento apropiado, tomando en cuen=-
ta que se pierde una cantidad importuntes durante el proceso de pu-
rificaoidén ¥y que adexds la inmunoglobulina obtenida pertenece s -
una subolase que se encuentra en pequeiia cantidad en el usuero de -

los ratones normales,




CONCLUSIIONES

1) La fusién entre células tumorales con célu
las de bazo comprometidas a DNY, produjo un porcen
taje razonable de hf{driios que secretan anticuer -
pos anti=DNP, 2) El anticuerpo obtenido es una in=
munoglobulina de la subclase 1303 lo cual se espe-
radba por el esquema de inmunizacidén que se ompled,

3) Ente anticuerpo es homogéneo y monoespecifico.




APEBENDICE A
Medioo de cultivo, Para los experimentos e utilizaron modios de -
cultivo prepurados de varius formas & partir del medio Easle modi-
ficado por Dulbacco (MEMD) con I~glutamina y glucosa en una concen
tracién de 4.5 g/1¢t (Gidbco).
Medio ds cultivo incompleto (MCI), E1 MEMD fue uuplementado con bi
carbontto de nodio y N-2-hidroxietil pi.eracina dcido N-2~etanosul
fénico (HZPE3) parm obtener una concentraciédn final de 0,24 M y
0,08 M raspectivamente, El pH se ajustéd a 7,0 con hidroxido de uso-
dio (NaOH) o dcido clorhidrico (HCl) O.1 N y se esterilizé por fil
tracién con membranas Millipore de 0,22 um conservdndose a 4°C pa~-
ra su uso posterior.
Medio de cultivo completo (MCC). Cada 100 ms del modio de cultivo
unterior fueron adicionados previamente 3 su uso con

1 ml de piruvato deo sodio 100 mM (Gibco 100X)

1 ol de lL-glutamina 200 mM (Gibco 100KX)

1 ml de amindcidos no esenciales 10 mN (100X)

1 ml de una mezcla de penicilina (100U1/ml) y estreptomicina 100

pg/ml

15 ml de suero fetal bovino (SFB) (Qibco) previamente inaativado &
56°C durante 30 min,

50 pl de una solucién de 2-mercaptoetanol 5 X 105 M

Medio de cultivo con hipozxantina, aminopterina y timidina (HAT), Al
medio de cultivo completo se afiadié una mezcla de hipoxantina-timi
dina (HT) y aminopterina 1 X que se elaboraron de la siguiente ma~
neras La hipoxantina (hidroxipurina, Sigma) a una concentracidn de
10 X 1072 M se disolvié con NaOH 1 N y la timidina (Sigra) a una
concentracién de 1,6 X 10"3 M., Cien ml de cada una de las solncio-

nes ee combinaron y aforaron a 300 ml., El pH uve ajustd a 9.5 y se




esterilizé por filtracidn con membranas millipore de 0,45 pm conser
vindose a ~20°C,

La aminopterina (dcido félico-4-amino, Scido glutdmico-4-amie
nopterol)(Sigma) se preparéd a unu concentracién de 4 X 10-7 ¥y se
disolvidé con NaOH 1 N, ol pH e ajustéd a 7.5 6 7,8 con 4cido acéti
co 1N y oe estsrilizé por filtracién con membranus nilliporede0.45
pm conservdndose a -20°¢ protegida de la luz, lLa aminopterina se -

adicioné al medio HT poco antes do afdadir el HAT a las clulas,

Preparacidn de la solucidén de B-azaguanina. La solucién de B-azagua
nina (8-aza)(2-anino~-6-exi=8arvapurina)(Sigma) se propard a una con

centracién final de 10~ 2

M, se disolvié en baiio marfa a 37°C adi =
cionando NaOH 1N, El1 pH se ajustd con 4cido acdtico 1 N, lLa ssteri
lizacidn se hiso por filtracién con membranas willipore de 0,22 um

Y se conservé a -20°¢,

Preparacidn del polietilenglicol, 10 g de PEGC con un peso molecular
de 1000 daltons (Sigma) se fundid y esterilizé on autoclave duran-

te 30 min a 15 libras de presidn. Se mantuvo l{quido en bafio mar{a

a 50°C Yy 8¢ mezcld con un voluzen de 10 ml de MCI, se conservd a

-20°¢,

Medio criopreservador. Se preparé con SFB al 50f, dimetilsulféxido

(DMSO) al 20% y MCC al 30 &,

Lipopolisacdrido de E., coli, 20 mg de lipopolisacdrido (Lipopolng
ccharide W E. coli Difco)ae disolvieronen 5 @8l de SSI y ase esteri
lizé 30 min con luz ultravioleta. Despuds se mezclaron con 15 ml de

3S1 estéril y ee concervé a - 8°c.




APENDICE B

Soluciones amortizuadoras

Amortizuador de boratoa (AB)
Solucién T
4cido bérico 12,40 g
cloruro de sodio 5.84 g

se aford s 1000 ml con agua destilada
Solucidédn II
hidrézxido de sodio 8.0 g

80 aforéd a 1000 ml con axyuu destilada
Solucién de tribvajo: A 2% ml de la solucidn I ge adiciond 50,9
ml de la solucidn Il, se mezclaron con aguu destilada y se ajuatd

al pHl con la solucidn 11 antes de aforar a 1000 ml,

Amortiguador barbital modificado (ABM)

fcido 5,5-dietilbarbitirico 2.875 g
5, 5=dietilbarbiturato de sodio 1.375 g
cloruro de calcio anhidro 0.875 g
cloruro de mugnesio anhidro 0,238 g
cloruro de sodio 42,501 g

Los reactivos que contienen barbital se disolvieron en 500 ml
de arua destilada en baiio maria a 90°C, a continuacién se disolvie
ron los reactivos restantes. La solucidn se dejd enfriar y se afo-
ré a 1000 ml con agua destilada. La solucidn se conservd a 4°C.

Solucién de trabuajos Se hizo una dilucidn 135 con aisua desti=-

lada, el pl normulmente gse obtiene de 7.} a T.4, en cuso necesario

se ajusta con NaOH o HCl O.1 M, Se esterilizé por filtracién con

oy o
membranas millipore y se conservd a 4 C,

Amortiguador de cacodilatos
Solucién 1
Scido dimetil-arsénico (4cido cristalino) 2,364 g/1000 ml




-7 -

Saolucién II
dcido disetil-aradnico (eal de sodio cristalina ) 4,48 g/100m]

Solucidén de trabajo: Se towmaron 50 ml de la solucidn I y ae

sjustd o) pH & 6,9 con 1la aoluciédn 11,

Anortiguador de equilidbrio

2-gorcaptoetanol 5 %
&licerol 10 4
DSS 2 8
TRIZMA-HC1 pH 6,9 006 M

Amortiguador de extraccidn

smortiguador de lavado 89,0 =l
Nondet P=40 1,0 8}
gliosrol 10.0 al

Amortiguador de lavado

cloruro de sodio 137,00 M
TRIS' (hidrozilasinose tana) 20,00 aM
oloruro de calcio 0.92 alt
cloruro de magnesio 0.99 oM

Amortiguador de lisis

asortiguador de extracoién 0.10 ®)
glicerol 0.02 ®)

Asortiguador de foafatos (AF) 0.01 N

Solucibn I
fosfato de sodio sonobésico monohidratado 1.38 /1000 =l
Solucién II
fosfato de sodio dibdsico anhidro 1.42 g/1000 @l

Solucién de trabajos A la solucién II se afiadiéd la solucién I
con agitaoidén constante y en el potencidmetro, hasta obtener el pH

requerido,




Asortiguador salino de fosfatos (ASF) 0,01 M
A cada una de las soluciones antericres de fosfatos me adicig
nd 8,95 & de cloruro de sodio y ue aforaron & 1000 nl. La eolucién

de trubajo se prepard do la miens munera,

Amortigusior salino de toefatoe (ASP) 0,15 M

3olucién I

Cloruro de sodio /1000 =l
Solucién 11

fosfato de potasio monobdsico anbidro 20,410 g/1000 ml
Soluoién 11I

fosfato de sodio dibésico anhidro 21,290 /1000 =l

Solucidn de trabajo: %3e mezclaron la solucidn I con 240 al de
la solucién 11 y 760 sl de la Bolucidn III, Kl pH se ajustd a 7.2
con la solucidén I] si estaba alcalina y con la soluoidn II1 ai e~
taba &cida,
Asortiguador TRIS-Base 2 M

TRISMA-Base (Sigma) 24,22 g/100 sl
Se agregd HCl hasta ajustar el pH a 8.8

Asortigusdor TRIS-cloruro de amonio
Solucidn I

cloruro de amonio 4.15 g/500 el
Solucidn I1
TRIS 2,05 2/100 sl

el pH se ajusté a 7.65 con NaOH o HC1 O.1 N
Solucidén de trabajo: Se serclaron 45 ml de la solucién I con

50 ml de lu eolucién II y el pH we ajuatsd & 7.6 oon NaOH o HCl O,1 N

Asortiguador TRIS-glicina

TRIZMA-Base 12,0 ¢
glicina~glicosola~-acido amino acético 57,6 ¢
se aford & 1000 ml con ague desionizada
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Solucidn de trubajos 200 ml de amortisuador TRIS-glicina, 8
®l de DSS (10 s@/ml) se mesclaron y aforaron a 1000 sl con egus

dosionizada,

Amortiguador TRIS<HCl 2 W
TRIZMA-HC) (Sigua) 37.6 /100 sl

Se egrogd NaOl hauts ajustar el pH a 6,8




AP EsHNDI CYE C

'Resinas

DEAE- celulosa. 1% ¢ de DiAW-celulosa (3ima) se hidrataron en 609
ml de NaOH 0.5 N y NaCl O.,9% N. La resina 3¢ mantuvo con acitacidn
hanta desasificar y uwe de 6 sedimentar durunte 30 min, el sobrena
danta se deacantd y so rosuspondid en 699 ml do HC1 1 N. Nuevamunte
so dejd uedimentar, so deciintd y nw filtrd en un embulde bichner dae
dos pieans y se lavd con HZL 4. Posterioriuente se rcauupendid on
600 ml de HC1 1 N, se filtrd y so luv$ con ngua destilzdy hastaque
el asua de lavado aicun=d pH de 7T aproximalumente. Finalmente la
resina se adustéd a pHd 8 meliante 3 pases do resuspansidn y decunta
cidén en 600 ml de una solucidn concentrada de A¥ pH 8. Deapuds se
lavé una vesz con AF pH B8 0,01 M, se resuspendid en 490 ml del miose

. o
mo amortigumdor y se conservd a 4 C.

Sefaroca, 200 g de sefaroua se hidrataron con 200 ®:l de ajua desti
lada con agitacidn constante, se adicionaron 400 ml de bicarbomnato
de sodio 0,1 M pH 9.% y 10 ml de solucién de bromuro de ciandgeno
en acetonitrilo (23/:1) Y 8o mantuvo en agitacidén constante duran-
te 5 min. Se filtré lu resina en un embudo bichner "C" y se lavé
con 250 m] de bicarbonato de sodio, 3 lt de a.jua destiluda y 3 1t
de ASF 0,01 ¥ pH 1,0, Los grumos formados se oliminaron agitando
fuertemente el pajuato en 300 ml del miamo amortiguador, Se filtrd
nuevamente, 30 resuspendis on AB pH 8,76 y se adiciond 6,5 mg dq
DNP-lisina (Sigma) disueltu en AB a una concentracidén de 1ms/ml.Se
agité durante 5 h a 4°C, Bo filtré y se lavé con 1 1t de AB. Final
mente we rasuspendid en 200 ml de ;licina 1 N (Sigma) y se mantuvo

con agitacidén constante durante toda una noche, 3e lavé con ASF
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Yy %o resuspendid en el mismo awortiguador conservindose a 4°C.

Doves. 30 g de dowex wue hidrataron con tres voliseneus de agua dea
tilads, 8e dejdé sedimentar y se decantd, Posteriorsente se lavé con
agua deatilada mediante pases de reauspensidn y decantacidn huata
sliminar los residuos finon del sobrenadantge,

La resina se empacSd en 1a columna y se lavé ocon 250 anl de ace
tato de sodio al 10 % y en oneguida con agua destilads adicionada
con asida de s0odio hasta tener en el elufdo el pH de la miasma. An-
tes ‘ie pasar lo muestra se lavd con ASF 0,01 M pH 7.2 hasta tener

en ol eluido el pH del amortiguador,




APENDICE D

Tdcnicas do deteccidén de anticuerpos,

Las técnicas utilizadas para determinar la aotividad anti-DNP
de los anticuerpos obtunidos fueron dobleinminodifusién (DID), he-
saglutinacidn pasiva ¢ inhibicidn de la homaglutinacién con Dlr=fi

coll,

Dobleinmunodifusidn, Se prepararon portaobjetos bharnizados con aga
rosa al 0.1 ¥ on ASF 0,15 ¥ pH 7.2 Sobre cada uno de los portaohje
tos @e colocaron 4 wl de asarosa al 0,6 % disunlta al punto de ebu
llicién en el ninmo amortiguador y adicionuda con azida de sodio.
Despuds de colocar las wuestruas respectivas se incubaron a a3
peratura ambiente durante 24 h aproximadamonse on cémara himeda,
Cuando aparecieron las bandas de precipitacidn, se lavaron las pla
oay con solucidén salina al 0,89 ¥ durante 7 d4fas . rostoriormente
las placas se secaron, ge tifleron con amido negro al 0,1 % durunte
10 min y se lavaron con dcido acdtico al 10 ¥ hasta eliminar los -

residuos de colorante,

Hemaglutinacidn, Para la hemuaglutinacidn tanto pasiva como la inhi
bicién de la misma con DNP-ficoll se acoplaron glébulos rojos de
oarnerc (GRC) a trinitro.anol (TNP),

Para el acoplamiento del THP a loa GRC se empleo ol siguiente
protocolos Los GRC se obtuvieron asépticamente ) dfas antes do ser
acoplados y se conservaron en solucidn estéril de Alsever a 4°C.
Los GRC se lavaron por oentrifugiacidén a 400 xg durante 10 min tres
vecen con ABM, Del paquete de IRC se tomd 1 ml y se colocd en 7T &l

de amorti,;uador de cacodilatos 0,28 M pH 6.9 (106) en el jue pre -
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viasente as disolvieron 2% mg de $oido 2,4,6-trinitrobencénicosul-
fénico (rastman) y se mantuvieron con agitacidn constante en la obsg
curidad durante 10 min, Posteriormente sc lavaron en 315 ml de ABM
frio,por centrifugacién a 400 xg durante 10 min., Se did unm segun=-
da lavada en las mismas condiciones pero con ABN previamente adi =
cionado con 22 g de glicil-glicina (Sizea)(69). Finalmente se la-
varon & 400 xg durante 10 min husta obtener ol ARM transparente,El
aocplamiento de los GRC al TNP se probéd con un antisuero anti-TNP
obtenido en borrego praviamente absorbido con GRC a 4°C durante 60

min y descomplementado durante 30 min a 56°C.

Hemaglutinacién pasiva. En placas de hemaslutinacidén (Dynateci-la_
borutoires) se agregaron 0,025 ml de cada muestra, 0,025 ml de SRC
acoplados y we incubaron a 37°C durante 60 min, despuds ge lavaron
3 veces por centrifugacidén a 50 xg durante 3 min con ABM y se agre
garon 0,02% ml de guoro anti-inmunoglobulina de ratén diluido 116,
previamente inactivado y absorbido., Las placas se incubaron a teme

psratura ambiente durante 15 h,

Inhibicidn de la heomaglutinacién con DNP-Ficoll. Se emplearon solu
ciones da DNP=-Ficoll a concentraciones do 1000, %0, 250, 125, 62,5,
35425, 159,12 y 1456 ®g/mly de las cuales se colocaron 0,05 ul en
una placa de hemaglutinacién. A la ver, se anaaieron 0.05 al de 3RC
acoplados, Las placas se incubaron s 37°C durante 60 min y después
se agregd 0.05 sl de suaro anti-insunoglobi.linas de ratén dilufdo
1163 previamente inactivado y absorbido. Finalmente se incubaron a

temperatura ambiente durante 1% h,

Las téonicas utilizadas para determinur la clase de anticuer-
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o8 obtenidos fueron inmuncelectroforasis, electrotorasis reducto-

ra @ isoelectroenfogque,

Inmuncelectroforesis. Los oled se preparars- colocando los portaod
jatos sobre inmunomarcos y seollando las unionus con agarcea al 0,8%
preparada con AB (Klectra Bl Buffer, Helena, Lab, USi) y adiciona =
do con azida de sodio. Se colocaron 24 ml do agurosa en la minma -
concentracidn por inmunomnarco y se dejd gelificiar. Las muestras se
coloocaron y para su separacién se pusiaron en un camnpo eldctrico -
con un potencial de 2 miliampares por laminilla durante 60 min, Nea
puéds ge colocd el antisuarg y se incubiaron 24 h @ temperaturs am -
biente en cdmara himodas. Cuando aparecieron las bandas de precipi-

tacidén se lavaron y tifieron con la metodologia emplaida en la DID,

Electroforesis reductora. Para la electroforesis se prepararon dos
geles, El gel inferior se preparé con 1l ml de acrilamida 30 %1y -
bisacrilamida 0.8 6, 6 nl de DRIS-base, 0,3 ml de DSS al 10 %, 0,5
nl de persulfato de amonio (10g/ml) y 11.25 ml de agua destilada,
Se desgusificé con agitacidn durinte 2 min y se acidiond 30 pul de
tetranetiletilendiamina (TEMED) volviendose a desgasificar de la -
misna manera, Se dejd polimerizar durante 2 h. El gel superior se

prepard coni,5 ml de acrilamida y bisacrilamida an lag mismas con-

centraciones que en al gel inferior, 0,65 ml de TRIS-HCl, 0.1 ml de
DSS (10ng/ml) y 11.5 ml de ugua destilada, Se desgasificé y se adi
cioné 10 pl de PuMsD, desgusificindose nuevamente. Se dejé polime-
rizar 60 min, Se colocaron loas gZeles y ua dejaron raposir dursnte
4 h,

Para correr las muestras se propardé una solucidn con 0.1 2 de
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D33, 0.0074 @ de etilendiaminotetraacetato (RDTA), 1 sl de glioe -
rol, 0.1 @l de 2-mercaptoetanol (10%) y TRIS-HC1 hasta 10 sl. Como
sarcador se adioiond azul de bromofenolen una concentraoién final
del 10%, De esta wolucién se tomaron entre 5 y 20 p1 y se wezola -
ron con 100 a1 de oaia muestra con una concentracidn de S0 pgy 1a
sescla se oalentd a 100°C durunte 2 wmin.

En la odmara mayor se oolooaron 1000 ml de amortijuador TRISe
Glicina y sobre el gel superior ae oolocd un poco del miesmo asorty
guadorj) en seguida uve adicionaron las susstras. La ofsara menor se
cubrid con 500 ml del amortiguador anterior y para la separsoidn -
de las musstras se pusieron en un campo eléotrioo con 15 milismpe-
res por placa. Cuando el frente de iones pasd del gzel superior al
inferior el voltaje se aumentd al doble hasta que el frente de io=
nes llegé al final del gel.

La tinoidn del gel se hizo con una sezcla de azul de coomazie
al 0,06¢, metanol al 30K y &oido acético al 10¢, Cuando apareoieron

las bandan se lavd toda la noche en &ciio acétioo al 10f%,

Iscelectroenfoque., Para el isceleotroenfoque se efectusron -
dos electroforsasis. En la prisera se separaron los oocponentee dol
antiousrpo de acuerdo a su punto iesoceléotrico y en la esgunda por
peeo molecular, (electroioresis reductora),

Bl gel para la prisera eleotrotforssis se preparé con 2.5 sl -
de aorilamide sl 18% y bisacrilamida al 0,65f en drea 8.5 N, 0,2
al de Nondet P-40, 0,25 al de anfolinae g}, 0,25 ml de anfolinus
p 10y, 7 el de urea 10 M. La mezcla se desgasificd al vacfo duran-

te 2 ming se adioionaron 20 ul de persulfato de amonio para nueves

asnte deasgasificar durante 0.5 ain, Finalsente se agregé 10 pl de
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TEMED. Bl #8l se co0locd en un tubo de vidrio de 0,) ce de didsetro
hasta cubrir una distancia de 10 ce y ee dejé polimerisar durante
2 B Pars correr la susatrs se preparéd una solucién de la eocmpomi-
cién eiguiente: 20 mul de puestirs en 10 sg de urea, 1 pul de DS3S el
10 4 y 1 pl de 2-sercaptostancl. Se calentd a 100°¢ durante 2 sism.
Despude de enfriarse se colocéd sobre al gel y » bre la solucidn se
adicionaron 27 ul de asortiguador de lieis con 1 pl ds asul de bro
sof'enol como murcador.

Para la esparacién de la suvetra #e colocé la parte inferior
del tubo en NeOH 0,02 M y 1a euperior en écido fosférico 0,01 M,
Se aplicd un potenciul electrico con un rango de 400 a 1200 volts
en ) h, Despuénm de extravr el gel del tudo se santuvo en 50 =l d;
asortiguador de equilibrio durunte 2 b,

Para la segunda electroforesic, el primer gel se ascbrepuso al
&0l superior de la electroforesis reductora y se procedidé s la se-

paracién como se indica en la parte correspondiente,
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