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I.  INTRODUCCION

El descubrimiento de la estructura de la LHRH ha impulsado la investi -
gacidn concerniente a su biosintesis y a los mecanismos involucrados en su -
regulacidn, debido a la gran importancia del péptido al regular las funcio -
nes relacionadas con la reproduccidn.

La gran mayoria de los experimentos que se llevan a cabo para estudiar-
a la hormona, requieren la utilizacidon de anticuerpos dirigidos en su contra
los cuales tienen el inconveniente de obtenerse en cantidades limitadas y de
presentar un sinniimero de reacciones cruzadas, los cuales varian entre dife-
rentes sangrias de un mismo animal, y son dificilmente controlables.

En 1975, Kohler y Milstein describieron la técnica que permite obtener-
anticuerpos monoclonales. A la fecha, la técnica se ha vuelto cada vez mas-
accesible, permitiendo obtener anticuerpos monoclonales contra una gran va -
riedad de antigenos., Con el fin de tener herramientas perfectamente caracte
rizadas que permitan estudiar la biosintesis de la hormona LHRH y su regula-

cibn, se decidid producir anticuerpos monoclonales contra ella.



1.  HORMONA LIBERADORA DE LA HORMONA LUTEINIZANTE (LHRH)

1.1 GENERALIDADES

El hipotdlamo es un drea relativamente pequefia que se encuentra en la -
base del cerebro formando la pared inferior y el piso del tercer ventriculo;
estd localizado abajo del tdlamo, detrds de la lamina terminalis, frente a -
los cuerpos mamilares y constituido por agregados de neuronas llamades nd -
cleos hipotaldmicos. A pesar de su tamafio tan pequefio, el hipotilamo es una
estructura compleja que regula funciones tan importantes como el control de-
la temperatura corporal, la regulacidn neuroenddcrina e ingestiva, entre o -
tros, cada una de las cuales se piensa estd relacionade con cada nficleo hi-
potald@mico (1).

En 1945 se propuso el control hormonal que ejerce el hipotdlamo sobre -
la adenohipdfisis o hip&fisis anterior. Ciertas substancias producidas por-
el hipotdlamo y liberados por &ste, llamados factores de regulacidn o de li-
beracidn, controlan la sintesis de las hormonas adenohipofisiarias (2). Es-
tudios posteriores llevaron a la confirmacién de esta teoria y al descubri -
miento y caracterizacién de diversos factores de liberacidn, los cuales son-
péptidos de bajo peso molecular y especificos para cada hormona adenohipofi-
siaria. De ellos, los que se han identificado hasta la fecha son: 1la hormo
na liberadora de la tirotropina o TRH, la hormona liberadora de la hormona -
luteinizante y de la foliculo estimulante o LHRH, ia somatostatina o factor-
inhibidor de la hormona del crecimiento, la hormona liberadora de la cortico

tropina o CRF que regula la liberacién de la hormona adenocorticotréfica -



(ACTH) y la hormona Liberadora de la hormona del crecimiento o GHRH (2).

La sintesis y liberacidn d= la hormona luteinizante y de la foliculo es
timulante en la adenohip&fisis es regulada por la LHRH, conocida también co-
mo GnRH, que fué originalmente aislada y caracterizada en hipot&lamo porcino
en 1971 (3) como un decapéptido con los extremos COOH y NH2 bloqueados segin

se observa en su estructura:

piroGLu-His-Trp-Ser-Ty’p-Gly-Leu—Arg-Pro-Gly-NH2

La hormona es sintetizada principalmente por las neuronas que constitu
yen el &rea media predptica y los nficleos arcuato y paraventricular (4). -
Los axones de estas neuronas se.proyectan hasta la eminencia media, donde sus
terminaciones estén en intima conexidn con el sistema porta-hipotaldmicoade-
nohipofiseal (5). Es aqui donde la LHRH se.libera para pasar al sistema por
ta y ser llevada a la adenohipdfisis, donde act@a sobre las células gonado -
tropas por medio de receptores (6), para liberar las hormonas luteinizante -
(LH) y la foliculo estimulante (FSH). Estas, a su vez, pasan a circulacidn-
y son transportadas para actuar sobre sus Organos blanco; las génadas, donde
realizan diversas funciones, a saber:

a) En los testiculos, controlan la secrucifén de esteroides y la esper-
matogénesis. La LH se une a receptores membra..ales especificos en las célu-
las de Leydig, desencacenando una serie de reccciones que culminan con la -
produccidn de testosterona y estradiol. La testosterona liberada, junto con
la FSH, actfian sebre las células de Sertolli donde influyen en la diferencia
cién de los espermatozoides y en la espermatogénesis, respectivamente (7,8).

b) En la mujer, la FSH promueve el crecimiento folicular, lo prepara -
para la accidn de la LH y refuerza la liberacién de estrdgenos. La LH esti-
mula la maduracidn final del foliculo de Graaf, la ovulacidn y el desarrollo
del cuerpo liteo, estimulando ademds la secrecidn de estrdgenocs y progestero
na (9),

kstas hormonas esteroides controlan a su vez la liberacidn de la LH y~-
la FSH en la adenohipdfisis ya sea por mecanismos de retroalimentacidén posi-
tiva o negativa, dependiendo del esteroide y de su concentracidén (1,10), mo-
dulando el nfimero de receptores a la hormona por accién directa a nivel pi -
tuitario (11), Se ha observado que estos esteroides, en especial la proges-
terona, pueden tambi&n regularila liberacidn de la LHRH en la eminencia me -
dia, sin embargo su mecanismo de accién permanece ain sin aclararse (11).

Ademds de encontrarse enhipotdlamo, la LHRH se encuentra en todo el -

SNC (12) asi como en testiculo:(13), ovario (14) y placenta (15) aunque su -



funcién en estos tejidos no se conoce. Por otra parte, se ha propuesto que
ademds de neurohormona puede tambi&n actuar como neurotransmisor (18) y ser

el responsable de la conducta sexual,
1.2 BIOSINTESIS DE LA LHRH

El descubrimiento de la estructura de la LHRH ha ayudado a entender sus
efectos fisioldgicos sobre la regulacién en la secrecidén de la LH y FSH en -
la adenonipdtisis, pero actualmente poco es lo que se conoce sobre los meca-
nismos de su biosintesis, asi como de aquellos involucrados en la regulacién
de la misﬁa. Los primeros estudios sobre la biosintesis de la LHRH postula-
ban un mecanismo no ribosomal, en el cual, complejos enzimdticos especificos
en ausencia de mRNA eran los responsables de la sintesis de la hormona (17).
Los autores se basaban en el hecho de que algunos péptidos pequefios como la-
glutationa y varios antibidticos peptidicos eran sintetizados de esta mane -
ra (18). Sin embargo, este péptido posee 2 caracteristicas presentes en lcs
péptidos sintetizados ribosomalmente, como la ciclizacidn del residuo gluta-
mina aminoterminal y la amidacidén del aminodcido carboxiterminal, lo cual -
contradecia este tipo de mecanismo. La biosintesis por via ribosomal hace -
pensar en la posibilidad de que el péptido se derive de un precursor de alto
peso molecular, el cual es procesado en la neurona para dar lugar al péptido
bioldgicamente activo, como en el caso del TRH, la ACTH y las encefalinas, -
cuyas vias de biosintesis se han demostrado y caracterizado que ocurren de -
esta manera (19).

Los estudios iniciales hechos por Fawcett et al. (20) demostraron la -
existencia de una substancia de alto peso molecular que reaccionaba con anti
cuerpos anti-LHRH; posteriormente, el uso de anticuerpos dirigides centra la
parte central de la molécula han permitido detectar especies inmunorreacti -
vas de alto peso molecular (21,22,23), lo cual indica que la molécula de -
LHRH posiblemente se encuentra dentro de la secuencia de la especie de alto-
peso molecular que bien podria ser el precursor biosint&tico. Se han hecho~
numerosos intentos para tratar de caracterizar al precursor utilizando tra -
duccidn de mRNA de hipotdlamo de roedor en un sistema libre de c@lulas e in-
munoprecipitando los productos de traducecibn con anticuerpos anti-LHRH, pero
123 resultados de diversos grupos no han sido reproducibles, ya que se han -
obtenido pesos moleculares que varian de 28,000 (2u4) hasta 50,000 daltons -~
(25), obtenido este Gltimo en nuestrc laboratorio. Por otra parte, se ha de
mostrado que al tratar las formas de LHRH de alto peso molecular con enzimac

como tripsina, aminopeptidasa y carboxipeptidasa, los productos de degrada -

y



cidén obtenidos exhiben una marcada elevacidn en su efecto bioldgico (21). -

No obstante, estos y otros estudios han permitido pdstular a Millar un posi~

ble mecanismo de biosintesis de la LHRH, el cual se muestra en la figura # 1.
Este mecanismo no ha sido totalmente demostrado y ettd basado en la similitud
de esta hormona con otros péptidos, asi como en cieitos estudios hechos por-

Millar sobre la intervencidn de algunas enzimas en -e)l procesamiento de algu-

nos precursores aislados por &l.

En 1984, P. Seeburg y J, Adelman (26) aislaron un cDNA (DNA complementa,
ric) de placenta humana que codifica para un péptido de 10,000 daltons que —»
contiene la secuencia de la LHRH (figura # 2). Se observa en la estructura-:
del precursor, que posterior al extremo carboxiterminal de la hormona, se en:
cuentra una gly que origina el amido terminal y los aminodcidos bésicos que-
son reconocidos por enzimas, liberando asi la LHRH tal y como se habia pro -
puesto con anterioridad. Por otra parte, se han encontrado ciertas eviden -
cias que dentro de este precursor se encuentra la secuencia del factor inhi-
bidor de la prolactina (27,28).

En la actualidad se desconoce el lugar preciso donde el precursor es
procesado para dar lugar al péptido activo. Sin embaréb, ha sido posible de
tectar por técnicas de inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos contra la
parte central de la molécula, la presencia del posible precursor en el soma-
neuronal, mientras que la LHRH se localiza en las terminaciones nerviosas -
(4). Esto ha permitido que algunor: autores sugieran que el precursor es sin
tetizado en el soma neuronal, aislado en vesiculas del aparato de Golgiy -
transportado por el axdn a la terminal nerviosa. Durante su paso por el a -
x0n, el precursor es procesado para dar lugar a la LHRH, la cual, en la ter-

minal nerviosa es liberada al sistema porta (5).
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FIGURA # 1: Estructura propuesta del pro-LHRH y su conversidn hasta
LHRH, propuesta por Millar et al. (21).
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20 30
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FIGURA ## 2: Secuencia de amino&cidos del precursor de LHRH obtenido -

por un cDNA aislado de placenta humana (26).



2. ANTICUERPOS MGUCCLONALES

2.1 DIVERSIDAD DE L.2S ANTICUERPOS

Los anticuerpos forman la clase de proteinas llamadas inmunoglobulinas;
se encuentran formadas por una unidad bisica consistente en 2 cadenas pesa -
das o H, de peso molecular 50,000 y formadas por 450 aminodcidos, y 2 cade -
nas ligeras o L de peso molecular 25,000 y formadas por 214 aminodcidos. -
Las cadenas ligeras se encuentran unidas a las cadenas pesadas por puentes -~
disulfuro, asi como la unidn entre ambas cadenas pesadas, como se observa en
la figura # 3. Las cadenas pesadas y ligeras a su vez, estdn constituidas -
por una parte variable V y una parte constante C; las partes constantes de -
las cadenas pesadas definen la clase o subclase de la inmunoglobulina, sien-
do altamente constante dentro de la misma clase, aiin cuando la especificidad
antigénica sea muy diferente. La parte constante de la cadena ligera, en -
cambio, define el tipo de la misma.

Las partes variables de ambas cadenas se encuentran en la parte amino -
terminal y est@n constituidas por 110 aminodcidcs aproximadamente. Dentro -
de estas regiones variables, se encuentran 3 segmentos llamados hipervaria -
bles dende la variabilidad de aminodcidos es extrema en cada una de las 2 -
cadenas, siendo esta una de las causas de la gran diversidad de especificida
des de los anticuerpos (29), En su estructura tridimensional los 6 segmen -
tos hipervariables se juntan para formar el sitio de reconocimiento del anti
cuerpo hacia el antigeno, el cual puede ser diferente entre 2 anticuerpos -
que reconozcan un mismo determinante antigénico o epitopo (29,30).

La gran diversidad que se presenta en los anticuerpos se encuentra con-
trolada a nivel genético. Los anticuerpos son codificados por 3 grupos de -
genes: 2 de ellos codifican para las cadenas ligeras y son los llamados lo-
ci Ay k ¥y uno para la cadena pesada llamado locus H (31). Cada locus, a su

‘'vez, se encuentra constituido por diversos segmentos genéticos que codifican
para las partes constantes y para las partes variables. Para las cadenas pe
sadas, la parte variable es codificada por los segmentos V, Dy J y las par-
tes constantes de las diferentes clases de inmunoglobulinas por los segmen -
tos C; las cadenas ligeras presentan la misma organizacidn a excepcidn del -
segmento D, que estd ausente (31). Estos segmentos se encuentran separados-
entre si por muy largas secuencias de DNA no codificante (29). En el ratdn-
existen 2 segmentos V), Wy y MCA;200-300 Vs 50, y 1C,5 200-300 V

e 10~20 -

8
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DH’ HJH y 10 CH; la distribucibn de lcs genes se muestra en la figura f# 4. -
Los genes k, A y H se encuentran localizados en el ratdn en los cromosomas -
6, 16 y 12 respectivamente, micntras que en el hombre se encuentran en los -
cromosomas 2, 22 y 14 (29).

El arreglo de estos genes, cuya expresion final es un tipo de inmunoglo
bulina se lleva a cabo durante la diferenciacién de los linfocitos, siendo -
independiente de un linfocito a otro (31,32). El DNA germinal conteniendo -~
los diversos segmentos codificantes para las partes variables y constantes -
sufre un arreglo a nivel de los genes codificantes para la parte variable: -

un segmento V, uno D y uno J (o uno V con uno J para las cadenas ligeras) -

son unidos, escindiéndose las partes de DNA no codificante entre las regio

nes que las separan (figura # 5). Este DNA es transcrito a un nRNA y éste,
a su vez, es usado para producir un mRNA; en este paso, llamado "splicing",-
los segmentos VDJ ya unidos se unen al segmento Cp para formar un mRNA que -
ya no contiene las partes correspondientes de DNA no codificante. Este mRNA
es traducido en los ribosomas para formar cadenas pesadas y. Dos cadenas y

se unen a dos cadenas ligeras previamente sintetizadas pare formar asi, ana-
IgM que queda anclada a la membrana celular en forma de receptor. Cuando un
antigeno es reconocido por la 1gM de membrana, se llevan a cabo una serie de
eventos que llevan a la c&lula a diferenciarse y a dividirse formando una -
clona de células productoras de un mismo anticuerpo. Es en esta fase donde-
el linfocito puede dejar de producir una IgM y producir otra clase de inmuno
globulina. Esto resulta del mecanismo llamado "class switching" (33) que o-
curre a nivel del DNA y, en el cual, el segmento que codificaba para la re -
gidn constante de las cadenas p (y eventualmente, otros segmentos codifican-
tes para regiones de cadenas pesadas de otras clases) se eliminan. Como re-
sultado de este proceso, el grupo de segmentos VDJ unidos se encuentran aho-
ra cercanos de un nuevo segmento codificante para una regién constante dife-
rente (y, € & a), para dar lugar a un nRNA y despuds del "splicing” a un -~
mRNA que va a codificar para una inmunoglobulina con la misma parte variable
pero de clase diferente (33).

Se ha estimado que un animal es capaz de producir aproximadamente 108 -
moléculas de anticuerpos diferentes (31), cada una de ellas con cierta espe-
cificidad y producida por una clona de linfocitos. Esto se explica debido a
1z encrme diversidad existente en los genes que codifican para ellos y a las
miltiples combinaciones de ensamblaje entre la unifn de un solo segmento V,~-
wno D, Jy C (yV, JyC para las cadenas ligeras) (32); estas combinaciones
aumentan al tomar en cuenta que una cadena ligera puede acoplarse con cual -

uier cadena pesada para formar diferentes inmunoglobulinas. Mas alin, se ha
P g
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propuesto y demostrado un mecanismo denominado de hipermutaciones somaticas-~
que se lleva a cabo en los genes codificantes para las partes variables, oca
sionande asi, una diversidad de anticuerpos afin mayor (29).

Esta gran diversidad se ve reflejada en el suero obtenido de un animal-
inmunizado contra un antigeno dado, que es de tipo policlonal. La mayeria -
de los antigenos contienen un gran nimero de determinantes antigénicos, los-
cuales provocan la aparicidén de anticuerpos producidos por clonas celulares-
diferentes (33). Cada uno de estos anticuerpos serd por lo tanto, monoclo -
nal, y los anticuerpos presentes en el suero son, la suma de todos los cnti-
cuerpos monoclonales dirigidos contra cada epitopo, lo que ocasiona la hete-
rogeneidad del suero. Esta heterogeneidad suele provocar diversos problemas
en algunos ensayos inmunolégicos, y en algunos casos es indeseable,

Ademis de esta heterogeneidad hay que enfrentar ciertos problemas para
la obtencidn de un suero hacia un antigeno dado. Debido a que la respuesta-
inmune es impredecible, los anticuerpos producidos por 2 animales, aunque -
sean genéticamente idénticos, son generalmente diferentes; ademds, no hay 2-
sangrados de un mismo animal que tengan los mismos anticuerpos (34); per o -
tro lado, estos anticuerpos se obtienen siempre en cantidades limitadas. -
Tambi&n es necesario obtener antigenos puros para inmunizar, ya que pequefias
cantidades de contaminantes provocard la aparicidn de anticuerpos que pudie-
ran interferir en los ensayos (33). La solucidn es, entonces, tratar de ob-
tener por separado cada anticuerpo monoclonal especifico para cada determi -
nante antigénico, lo cual puede ser posible debido a los estudios realizados

sobre el mieloma miiltiple.

2.2 PRINCIPIO DEL METODO DE OBTENCION
DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Un mieloma es un tumor de las células productoras de anticuerpo. En es
ta enfermedad, las células sufren una transformacién que las lleva a reprodu
cirse de una manera rdpida e incontrolable y a producir grandes cantidades -
de anticuerpo de especificidad desconocida (34). Los mielomas pueden apare-
cer esponténeamente en el hombre o en los animales, o bien en estos filtimos-
puedenprovocarse por medio de virus o de inyecciones repetidas de aceite mi-
neral (35); el mieloma obtenido puede transferirse a otros animales de la -
misma cepa o a un medio de cultivo donde crece y produce la inmunoglobulina.
Como cada mieloma es el resultado de la proliferacidn de una sola clona de -
células, la inmunoglobulina producida es de tipo monoclonal.

En un principio, se pensd que los mielomas pudieran servir como fuente-

13



de anticuerpos monoclonales contra un antigeno dado, Divercos investigade -
res trataron de lograrlo mediante la induccidn de mielomas en animales pre
viamente sensibilizados al antigeno de interés (36), pero los resultados ob-
tenidos no fueron satisfactorios debido a la enorme gantidad de células b y-
a la baja probabilidad de poder transformar a la c@lula adecuada. También -
se tratd de obtener anticuerpos homogéneos transformando c&lulas B con virus
SV40 o EB pero los resultados fueron también poco alentadores (36). Sin em-
bargo, los estudios realizados enm 1973 por Sinkovics et al. y por Scwaber y-
Cohen parecian mostrar que la fusidn de c@lulas de linfoma de ratdn con cé& -
lulas de sangre periférica humana llevaba a la obtencién de hihridos procuc~
tores de inmunoglobulinas murinas y humanas (34). ) Sin embargo, no fué sino
hasta 1975 en que George Kohler y César Milstein pudieron demostrar esto, -
llevando al descubrimiento de lo que se conoce en la actualidad como la téc-
nica del hibridoma.

Estos 2 investigadores realizaban estudios sobre la genética de la pro-
duccidn de anticuerpos (37). Fusionando 2 lineas de mieloma productoras de-
inmunoglobulinas diferentes mediante virus Sendai y creciendo los hibridos -
en el medio selectivo HAT descrito por Littlefield, les fué posible obtener-
células que producian los anticuerpos de las células padres, asi como inmung
globulinas que eran el resultado de diversas asociaciones entre las cadenas-
diferentes de las células padres. Posteriormentg, fusionaron células de mie
loma productoras de una inmunoglobulina con células de bazo de un ratdn inmu
nizado contra eritrocitos de carnero y encontraron que algunos de los hibri-
dos resultantes, a los que llamaron hibtridomas, eran capaces de producir in-
vitro e in vivo anticuerpos anti-eritrocitos de carnero. Demostraron que -
los hibridos obtenidos eran el resultado de la fusidn entre una célula de -
mieloma con un linfocito productor del anticuerpo especifico, por lo que el-
anticuerpo secretado por un hibridoma era de tipo monoclonal.

Este descubrimiento ha sido de gran importancia no solamente en el cam-
po de la inmunologia, sino en muchas otras ramas. A partir de esto, se vis-
lumbrd un gran futuro en la obtencibn de anticuerpos monoclonales hacia un -
sin fin de antigenos, y de hecho, a partir de entonces, se han obtenido an -
ticuerpos monoclonales para una gran variedad de antigenos, siguiendo 1a -
técnica descrita por Kohler y Milstein, la cual se muectra en la figura # €.

Para obtener anticuerpcs monoclonales contra un antigeno deseado se ne-
cesita inmunizar con é&ste a un animal. Por lo tanto, es necesario un esque-
ma de inmunizacidn adecuado para obtener una buena respuesta inmune (38). -
Como se sabe, antigenos estructuralmente complejos como células, virus o pro

teinas de alto peso molecular son lo suficientemente antigénicas, por lo que
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se ha visto que después de da~ 1 o 2 inmunizaciones al animal y un Gltimo re
fuerzo aproximadamente 4 dias antes de la fusibn, es posible obtener una al-
ta incidencia de hibridomas secretores del anticuerpo de interés (38). Sin-
embargo, cuando se trata de haptenos, la respuesta inmune es mds dificil de-
obtener, y por lo tanto, lc incidencia de hibridomas productores del anti -
cuerpo es muy baja. Stahli et al. (39) han reportado un esquema de inmuniza
cién que ha aumentado notablemente la incidencia de hibridomas positivos, -
Esto lo han logrado utilizando antigenos solubles, dando 4-5 estimulos anti-~
génicos con intervalos de 1 mes entre cada uno de ellos, dejando descansar -
al animal por algunos meses y dando refuerzos los 7 dias anteriores a la fu-
sidn. Asi, es posible obtener una alta incidencia de hibridomas positivos -
al antigeno de interés. Analizando la poblacidn celular, los autores han en
contrado una subpoblacidén importante de células grandes identificadas como -
blastos 4 & 5 dias después del Gltimo estimulo antigénico; de alguna manera-
este estimulo provocado por el antigeno sobre las células previamente sensi-
bilizadas, las lleva hasta el estadio de blastos, los cuales, por su capaci-
dad de dividirse, se fusionan preferencialmente con las células de mieloma -
para dar lugar a hibridomas productores del anticuerpo{especifico.

Inicialmente, las c&liles de mieloma usadas para la obtencifn de hibri-
domas productores de anticuerpos, secretaban diversas inmunoglobulinas, ya -
sea cadenas ligeras o inmiioglobulinas completas (34). El problema que se -
presentab? -l ucar estas iiceas radicaba en la obtencidn de hibridos secreto
res de dive. :és inmunoglchulinas como resultado de las diferentes combinacig
nes de asociacidn entre el anticuerpo secretado por las células de bazo y la
inmunoglobulina de las c&lulas de mieloma (37). Por lo tanto, la solucién -
consistia en obtener una linea de mieloma que no produjera ningln tipo de in
munoglobulina, lo cual fug posible aislando las mutantes no productoras de -
inmunoglobulina. En la tabla # 1 se muestran algunas lineas de mieloma de -
ratén productoras y no productoras de anticuerpo.

Los primeros intentos de fusidn celular se llevaron a cabo usando virus
Sendai como agente fusionante, aunque la fusidn entre 2 células puede ser es
ponténea, pero muy rara (40). Sin embargo, el manejo de virus en algunos la
boratorios es dificil ya que se necesitan instalaciones especiales para poder
mantenerlos. No obstante, se sabe que ciertas substancias como los polioles
tienen propiedades fusogénicas. Dentro de &stos, el mas importante es el po
lietilenglicol (PEG) (41), el cual es el agente fusionante de eleccién ac -~
tualmente. El peso molecular del PEG usado influye bastante en la obtencidn

de hibridcs, ya que se ha visto que a menor peso molecular del mismo, su e-

fectividad es disminuida y su toxicidad aumentada (40).
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LINEA CELULAR

INMUNOGLOBULINA

PRODUCIDA

P3-X63Ag8 Y1, X
u5,6TG1.7 Y2b, X
NSI/1-Agh.1 « (no secretada)
P3X63Ag8U1 ¥ {no secretada)
Sp2/0-Aglh Ninguna
X63-Ag8.653 Ninguna

~

TABLA # 1: Algunas lineas de mieloma de ratdn productoras y no produc

toras de inmunoglobulinas.
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Una vez llevada a cabo la fusién celular se procede a sembrar las célu-
las en un medio de cultivo. Aproximadamente 1 de cada 10,000 células de ba-
zo es capaz de formar un hibrido viable (42), por lo cual es necesario de un
medio de cultivo selectivo que permita solamente el crecimiento de los hibri
dos resultantes y que elimine las células de mieloma no fusionadas que son -
capaces de crecer en un medio de cultivo convencional y que enmascararian a-
los hibridomas. Las células de bazo no presentan problema alguno ya que son
incapaces de crecer en un medio de cultivo a largo plazo (43). Este tipo de
medio fué descrito por Littlefield em 1962 (44) y es conocido como medio HAT
que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina como agentes selectivos.

Las células de mieloma usadas tienen un defecto a nivel genético de las
enzimas hipoxantina-guanosina-fosforribosil transferasa (HGPRT) o timidina-
quinasa (TK), las cuales son necesarias para la sintesis de purinas y pirimi
dinas desde fuentes exdgenas de hipoxantina o timidina, respectivamente (u0).
Cuando las células resultantes de la fusidn son sembradas en el medio HAT, -
la aminopterina de éste, al ser un antagonista del &cido félico, bloquea la-
enzima dehidrofolato reductasa, impidiendo asi, la sintesis de purinas y pi-
rimidinas (45), como se muestra en la figura # 7. Sin embargo, la hipoxan -~
tina y timidina del medio pueden utilizarse para la sintesis de estas bases-
requiriéndose para esto las enzimas HGPRT y TK. Como se menciond, las célu-
las de mieloma carecen de estas enzimas, por lo que mueren en el medio selec
tivo. En los hibrideras, el defecto es compensado por las células de bazo -
que les confieren las enzimas activas, por lo que solo éstas son capaces de-
crecer en el medio selectivo, ya que ademds, reciben el fenotipo maligno y -
la habilidad de crecer en medio de cultivo que les confieren las células de-
mieloma (46).

Las cé&lulas resultantes de la fusidn se siembran en un gran niimero de -
pozos de cultivo., Una vez que Se observa un buen crecimiento celular es ne-
cesario detectar aquellos pozos que contengan hibridomas secretores del an -
ticuerpo de interés, utilizando para este fin técnicas que ofrezcan alta sen
sibilidad y la facilidad de manejar un niimero grande de muestras como el en-
sayo inmunoenzimitico en fase s6lida (ELISA), radicinmunoensayo (RIA) o ra -
dioinmunoensayo en fase sdlida (SPRIA).

Una vez detectados los pozos que contengan hibridomas productores del -
anticuerpo de interés es necesario realizar una clonacién para poder separar
las células productoras de las no productoras, siles que las hay. Frecuen -
temente es necesario llevar a cabo varias clonaciones, ya sea por dilucidn -
limitante o en agar semisdlido, ya que los hibridomas son inestables cromc -

sémicamente (38) y pueden perder la informacién genética para la produccidn
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del anticuerpo, mientras que otras dejan de producirlo; por ello, al reali -~
zar las clonaciones se puede saber si la clona obtenida es estable para la ~
produccién del anticuérpo (36). Las clonas de hibridomas productores se cre
cen en medio de cultivo donde producen 1-150 ug de anticuerpo por ml. Si se
inyectan en el peritoneo de ratones histocompatibles al hibridoma se obtiene
liquido ascitico que contiene 10-20 mg del anticuerpo por ml. (36). Las cé-
lulas se pueden congelar en N2 liquido para asi constituir una fuente inago-

table del anticuerpo monoclonal.

2,3 PROPIEDADES Y APLICACIONES
DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

Alin cuando los anticuerpos monoclonales son un arma poderosa tanto en -
el campo de la inmunologia, como en otras ramas, no quedan exentos de cier -
tos inconvenientes. Algunos de estos anticuerpos son incapaces de llevar a-
cabo cierfas funciones inmunoldgicas como las reacciones de precipitacién -
(34,46); esta funcidn depende de la formacidn de mallas insolubles entre el-
antigeno y el anticuerpo y debido a que los anticuerpos monoclonales solo -
reconocen un determinante antigénico, la formacitn de estas mallas es imposi
ble a menos que el antigeno contenga 3 o mas determinantes antigénicos igua-
les. No obstante, la solucidn a &ste problema se lleva a cabo usando una -
mezcla de diferentes anticuerpos monoclonales contra diferentes epitopos de-
la molécula, creand: asi un reactivo policlonal bastante bien definido y re-
producible (34,46). El uso de 2 anticuerpos monoclonales no solamente se -~
lleva a cabo en sste tipo de ensayos sino también en aquellos en los que se-
necesite una alta sensibilidad y especificidad para la cuantificacidén de un-
antigeno presente en pequefias camtidades (47,48).

Otro tipo de interacciones antigeno-anticuerpo como la aglutinacién, -
citotoxicidad y fijacidn del complemento que dependen de la clase de la in -
munoglobulina, si pueden llevarlas a cabo los anticuerpos monoclonales, si -
es que son de la clase requerida. Cabe mencionar aqui, que de igual manera~
a lo anteriormente descrito, el uso de 2 anticuerpos monoclonales en este ti
po de reacciones puede incrementar de manera considerable la eficiencia de -
la reaccidn (48).

Aun cuando los anticuerpos monoclonales solo reconocen un determinante-
antigénico, no son especificos ya que tambidn son capaces de interaccionar -
con otras substancias parecidas estructuralmente al antigeno (36). Cuando -
este tipo de reaccidn cruzada es indeseable, la {inica manera de resolverlo -

parece ser la eliminacidn del uso del anticuerpo y en su lugar producir o -
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tros con mayor especificidad hacia el determinante antigénico de interés (34).

Uno de los principales enfoques que se ha intentado hacer de la técnica
es hacla la obtencidn de anticuerpos monocleonales humanos para su futuro uso
en inmunoterapia, pero se han encontrado ciertas restricciones hacia ello. -
Se ha visto que los hibridomas obtenidos de la fusidn entre células de mielo
ma y linfocitos de una misma especie son bastante estables, pero al tratar -
de fusionar células de especies diferentes, por ejemplo (ratdén x humano) o -
(ratdn x conejo), los hibridomas obtenidos son sumamente inestables y tien -
den a perder cromosomas (46). Sin embargo, la excepcidn a esto son los hi -
bridomas obtenidos entre células de ratdn y rata, que se han visto son bas -
tante estables e incluso se ha obtenido una mayor proporcidn de hibridomas -
productores del anticuerpo de interés (46). Por lo tanto, la solucién al -~
problema de los anticuerpos monoclonales humanos radica en la obtencién y es.
tabilizacidén de una linea de mieloma humano (49) para que de esta manera, -
los hibridos obtenidos sean tan estables como la cé&lula de mieloma que le -
did origen. Paralelamente, se ha tratado de obtener y estabilizar una linea
de células obtenidas de la fusidn entre un mieloma de ratdn y un mieloma hu-
mano que en un futuro pudiera servir como mieloma al fusionar con linfocitos
humanos (50).

Actualmente, la té&cnica del hibridoma es ampliamente usada para la obten
cibén de anticuerpos monoclonales contra una gran diversidad de antigenos y -
con diversos fines, dentro de los que se pueden citar:

a) Analiticos, en los cuales el principal enfoque de su utilizacin es-
hacia la deteccidén de los antigenos por diversas técnicas inmunolégicas como
el ELISA, RIA, inmunofluorescencia o aglutinacién con fines diagndsticos o -
de investigacidn bdsica. Con este objetivo, dentro de los antigencs hacia -
los cuales ya se han producido anticuerpos monoclonales se encuentran bacte-
rias, virus, hormonas, drogas, enzimas, proteinas, antigenos de histocompati
bilidad y antigenos caracteristicos de subpoblaciones celulares (51).

b) Preparativos, en los cuales los anticuerpos monoclonales obtenidos -
de animales sensibilizados con mezclas bioldgicas complejas como células, o-
de mezclas conteniendo al antigeno de interés en una proporcidén muy baja -
son usados parz purificar el antigeno por medio de cromatografia de afinidad
que permite la obtencidn del mismo con una pureza bastante alta (52), Por e
jemplo, los anticuerpos monoclonales obtenidos contra una mezcla que conte -
nia interferdén en baja proporci6n permitiercn montar columnas de afinidad pa
ra obtenerlo con una pureza, una actividad especifiba y un rendimiento lo su
fucientemente alto para poder seguir estudidndolo de una manera mas concre -

ta (46).
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c) lerapButicos, en los cuales los anticuerpos moncclonales se usan -
principalmente para combatir enfermedades neopldsicas (33,53)., De-esta mane~
ra se han producido anticuerpos monoclonales hacia diversas células tumora -
les para su uso posterior en la destruccidn de las mismas por lisis comple -

mento-dependiente o por citotoxicidad ya sea in vivo o in vitro (54,55), o -

para la deteccidn de los tumores marcando los anticuerpos con radioactivi -
dad.
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1I. OBJETIVOS

La utilizacidén de anticuerpos en el area de la neurcendocrinologia es -
de suma importancia, ya que mediante éstos ha sido posible estudiar a las di
ferentes hormonas descubiertas a la fecha. En nuestro caso en particular, -
la utilizacidn de anticuerpos contra la LHRH es muy importante para poder se
guir estudidndola tanto en su biosintesis como en su regulacidn.

Con el fin de obtener herramientas perfectamente caracterizacas que per
mitan realizar estos estudios, se decidid producir anticuerpos monoclonales-
contra esta hormona. Los objetivos principales de este trabajo son la cbten
cidtn de tales anticuerpos y su posterior caracterizacién con el fin de deter
minar el sitio antigénico de la molécula de LHRH reconocido por los anticuer
pos.

La obtenecidén de los anticuerpos monoclonales permitird en un futuro es-
tudiar el procesamiento del precursor de LHRH, que ya ha sido caracterizado.
De igual manera, se aplicardn en estudios de inmunocitoquimica para conocer
el sitio de biosintesis de la hormona y permitirdn detectarla por RIA en di-
versos extractos, asi como en un cultivo de neuronas, donde se pretende estu

diar los mecanismos de la regulacidn de la biosintesis de la LHRH.

ENFOQUE EXPERIMENTAL

La obtenci6n de anticuerpos monoclonales hacia la LHRH (y contra cual -
quier otro antigeno) requiere de un detallado y cuidadoso esquema de traba -
jo.

Para poder inmunizar a los animales con la hormona es necesario conju -
garla a una proteina acarreadora para aumentar su inmunogenicidad. En vista

de que la molécula no contiene grupos carboxi libres es necesario introducir
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lo acoplandola con el acido p-aminoteailacético, pa.s -2 &2 &sta manera, se
conjugue posteriormente a l. proteina acarreadora por el método de la carbo-
diimida.

Una vez obtenido ¢l conjugado se inmunizan a los ratones de acuerdo a -
un esquema de inmunizacidén que permita una respuesta inmune lo mejor posible.
Paralelamente, se deben de montar las técnicas de ELISA para la deteccidn -
de anticuerpos anti-LHRH y una prueba de inhibicién para comprobar la especi
ficidad de los anticuerpos. Para estos ensayos es necesaria la obtencién de
un anticucrpo de corejc anti-ratdn conjugade a la enzima perexidaca para que
sirva como revelador en el ensayo.

Es necesario, también, optimizar la técnica de clonacidn en agar semi -
sblido que permitird posteriormente obtener clonas de hibridomas.

Una vez optimizadas todas las técnicas y habiendo obtenido una buena -
respuesta por parte de los animales se procederd a realizar la fusién entre-
células de bazo de estos animales y células de mieloma para la obtencién de-
los hibridomas productores del anticuerpo monoclonal deseado, los cuales se-
someterdn a 2 clonaciones con el fin de separar las clonas productoras de -
las no productoras. Una vez obtenidas las clonas se procederd a la produc-

cién de los anticuerpos in vitro e in vivo, por inoculacidén en ratones. Del

liquidc ascitico obtenido de estos filtimos se purificardn los anticuerpos -
por cromatografia de intercambio idnico,

Los anticuerpos monoclonales cbtenidos se caracterizardn por ensayos de
competencia usando como competidores péptidos que son partes de la molér:la

original de LhRH con el fin de poder determinar el sitio de 1: molicula re-

conocido por los anticuerpos.
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III. MATERIAL Y METODOS

1. TECNICAS INMUNOQUIMICAS

1.1 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Se realiza sobre placas de silica gel 60F25u de Merck de 0.25 mm de ~
grosor, dejando correr los solventes adecuados en forma ascendente, en una-

cdmara de cromatografia previamente saturada a temperatura ambiente,

Solventes:

Metanol-Cloroformo-Amoniaco (60:45:5). Usar para LHRH, LHRH-OHy -
1-3 LHRH,

Acetato de etilo-Butanol-Acido acético-Agua (2:1:1:1), " Usar para -~
7~10 LHRH, 4-6 LHRH y 4-10 LHRH.

1,1,1 Revelado de péptidos

a) Método de Pauly: Mezclar en partes iguales una solucidn de dcido

sulfanilico al 1% en HCl 1N y una de NaNO, al 5% preparado recientemente, y

2
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dejar 5 min a 4°C. Cubrir la cromatoplaca con esta solucién, dejar secar y-
cubrir con una solucidn al 15% de NaQCOS. Los péptidos que contengan los a-

minodcidos histidina y tirosina mostrardn un color anaranjado.

b) Método de Ninhidrina:

Reactivo de ninhidrina

Ninhidrina 0.5 g
Acido acético 5 ml
Butanol cbp 100 ml

Rociar la cromatoplaca con esta solucidn y colocarla a 110°C por 10 min.
Los péptidos que contengan aminas primarias no bloqueadas presentan un color

violeta.

1.2 ACOPLAMIENTO DE LA LHRH A PROTEINAS
ACARREADORAS

10 ymoles de &cido p-aminofenilacético en 25 yl de HCl 2N se diazotiza-
con 10 pmoles de NaNO2 en 25 pl de agua a 4°C. Despuds de 8 min se agregan-
150 pl de una solucidn de NaHCO3 0.54 pH 8.5 e inmediatamente se hace reac -
cionar con 11.8 mg (9.97 pM) de LHRH disueltos en 100 pl de una solucién -~
compuesta por 40% de NaHCO3 0.5M pH 8.5 y 60% de dimetilformamida, a la cual
se le habia agregado 30,000 cpm de LHRH-I!25, Se deja a 4°C toda una noche.

La mezcla se acidifica a pH 2 con HCl 2N y se lava con 2 volﬁmeﬁes de -
éter 5 veces, deshechando las fases etéreas. La fase acuosa se ajusta a pH
7 con NaHCO3 0.5 y se analiza por cromatografia en capa fina, revelando por
la técnica de Pauly. Se lleva a sequedad la mezcla en secador tipo Savant,
se disuelve en 50 yl de dimetilformamida y se agregan 2.1 mg de diciclohexil
carbodiimida y 2.5 mg de N-hidroxisuccinimida. Se mezcla perfectamente, se-
deja a temperatura ambiente por 30 min y se centrifuga. El sobrenadante se-
dividide en 3 partes de 15 pl. A cada parte se agregan proteinas diferentes
disueltas en 120 ul de NaHCO3 0.1N: a una se agrega 10 mg de albfimina séri-
ca bovina, a la otra 19 mg de tiroglogublina y a la tercera 5 mg de polili -
sina, dejando agitar una noche a 4°C, Se diluye cada parte con 1 ml de amor
tiguador de fosfatos 50 mM y NaCl 0.15M pH 8 contando la radicactividad pre-

sente en cada tubo. Se dializa contra el mismo amortiguador 2 veces, cam =~
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biando después por NaCl 0.15M y se deja 2 dias mis, contando la radicactivi-
dad al cabo de éstos. En base a los resultados se calcula la eficiencia de-
la reaccidn y se diluyen los conjugados a 2 mg/ml con solucidn salina, Se -

hacen alicuotas de 1 ml y se guardan a -20°C.

1.3 PREPARACION DE UN CONJUGADO DE IgG DE CONLJO
anti-IgG DE RATON-PEROXIDASA {RAM-POD)

1.3.1 Esquema de inmunizacidn

Se usaron 2 conejos adultos de la raza Nueva Zelanda. Se inocui¢ a ca-
da conejo 500 ug de IgG de ratdn purificada, emulsificada en 1 ml de adyuvan
te completo de Freund,por via subcut@nea en diversos sitios. 1 mes después-
se inocularon 250 pg de IgG en 1 ml del mismo adyuvante por via subcuténea.-
Se dejaron descansar 3 meses, y posteriormente se inoculd la misma dosis por
la misma via. 1 mes despu@s se repitié la inoculacibn. Posteriormente se -
sangraron los conejos semanalmente durante 1 mes y medio para la obtencidn -

del suero., Se verificd la presencia de anticuerpos por doble inmunodifusiédn.
1.3.2 Purificacidén de IgG de conejo anti-IgG de ratdn

a) Precipitacidn: se ultracentrifuga el suero de conejo por 30 min -
a 50,000-100,000 g. La precipitacién se realiza a 4°C agregando a 12 ml del
suero, 6 ml de una solucidn saturada a 4°C de sulfato de amonio. Se deja en
agitacidn durante una noche a la misma temperatura, se centrifuga a 3,500 g-
por 30 min y se realizan 2 precipitaciones més, disolviendo el precipitado -
en 10 ml de PBS pH 7.8 y agregando 5 ml del sulfato lentamente. Al té&rmino
de las precipitaciones se disuelve el precipitado en 5 ml de un amortiguador
de Tris 20 mM y NaCl 20 mM a pH 7.8 y se dializa 2 veces contra el mismo a -

mortiguador.

b) Purificacidn: se lleva a cabo por cromatografia de intercambio i6-
nico. 10 g de DEAE-Celulosa Whatman DE 32 se suspenden en 200 ml de HCl 1M,
se deja 5 min, se filtra y se lava 3 veces con agua destilada. Se lava 3 -
veces con un amortiguador de Tris 20 mM a pH 7.8, se monta en una columna de
1,2 x 20 cm y se deja equilibrando en el mismo amortiguador a 4°C. Se apli-
can las inmunoglobulinas de conejo en la columna y se eluye con el mismo a -
mortiguador.a un flujo de 20 ml/hr. Se lee la densidad Sptica a 280 nm, reu

niendo las fracciones del pico, correspondientes a la IgG.
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1.3.3 Eliminacién de anticuerpos inespecificos

contra proteinas de caballo

Se realiza por cromatografia de afinidad. Se suspenden 1.5 g de amino-
hexil-sepharosa en 100 ml de NaCl 0,5M, se lava sobre filtro Buchner con 400
ml de NaCl 0.5M y posteriormente con 200 ml de NaHCO3 0.1M pH 8.6. Se trans
fiere a un tubo y se mezcla con 50 ml de glutaraldehido al 2.5% en el amortdi
guador de bicarbonato; se deja 30 min a temperatura ambiente. Se lava sobre
filwro Duchuner con 200 ml de agua y posteriormente con 500 ml de la solucidn
de bicarbonato. Paralelamente, se inactiva suero de caballo a 56°C por 30 -

min, se agregan 10’5 M de PMSF y se dializa 3 veces contra NaHCO, 0.1M pH 8.

Se agrega a la resina activada 20 ml del suero de caballo ajustaga la con ~
centracidn de 10 mg de proteinas/ml y se deja mezclando por 2 h a temperatura
ambiente. Se centrifuga a 166 g por 5 min, se lava una vez con 100 ml de -~
NaHCO,d y se incuba una noche a 4°C con 20 ml de etanolamina 0.2M pH 8. Se -
lava sobre Buchner con un amortiguador de Tris 0.2M + NaCl 0.15M a pH 8 y se
monta en una columna de 0.8 x 20 cm, Se guarda a 4°C en presencia de azida
de sodic al 0.01%. Se aplican 10 mg de la IgG de conejo purificada en la co
luma, ajustando previamente la molaridad de NaCl a 0.15M. Se eluye con PBS
pH 7.8 a un flujo de 20 ml/h, colectando fracciones de 3 ml. Se lee la den-
sidad dptica de cada una a 280 nm y se juntan las fracciones que presenten -
la mdxima abscrbancia.

Posteriormente, se procede a precipitar la IgG a 4°C con la mitac del-
volumen de una solucidn saturada a la misma temperatura de sulfato de amonio
por una hora. Se centrifuga a 3,500 g por 30 min y se disuelve el precipita
do con PBS pH 7.8 a una concentracién final de 10 mg/ml. Se dializa contra-
500 ml del mismo amortiguador. 6 horas después se dializa 2 veces contra un

amortiguador de carbonato 10 mM pH 9.5 + NaCl 0.15M.

1.3.4 Preparacidn del conjugado RAM-POD

Se disuelven 5 mg de peroxidasa en 1 ml de amortiguador de carbonatos -
0.3M pH 8.1 fresco y se afladen 100 ul de una solucidn al 1% de dinitrofluoro
benceno en etanol absoluto. Se deja agitando suavemente durante una hora en
oscuridad. Se aflade 1 ml de m-—NaIOq 0.08M, se mezcla suavemente por 30 min-
y Se agrega 1 ml de etilenglicol 0.16M, dejando una hora con agitacién suave
en oscuridad. Se dializa contra 1 1 de amortiguador de carbonato 0.01M pH -

9.5 por 3 veces, Se aftade 7.5 mg del anticuerpo purificado y se deja en a -
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gitacidn suave por 3 h. Se dializa contra PBS pH 7.5 y se diluye a 200 pg/ml
en PBS pH 7.8 y BSA al 1%. Se guarda en oscuridad a -20°C.

1.4 OBTENCION DE OVOALBUMINA

Se recogen las claras de 10 huevos, se mide el volumen y se agrega el -
mismo de una solucidn de sulfato de sodio saturada a 32°C. Se deja agitando
por 2 h, se elimina el precipitado por centrifugacién y se agrega una solu -
cidn de HZSOu 0.2N gota.a gota hasta pH de 4.6-4.8. Posteriormente, se agre
ga sulfato de sodio en polvo lentamente y con agitacidn hasta la aparicidn -
de una opalescencia permanente y se deja una noche a temperatura ambiente. -
Se centrifuga a 830 g y el precipitado se disuelve en un volumen de agua i -
gual al volumen original de las claras y se llevan a cabo 3 recristalizacio-
nes con sulfato de sodio, requiriéndose aproximadamente de 140 a 180 g de la
sal por litro de solucidén. Se dializa contra agua destilada y se liofiliza.
Se corre una electroforesis en gel desnaturalizante para comprobar la pureza

r.

de la ovoalbmina obtenida.

1.5 ELISA PARA CUANTIFICAR ANTICUERPOS anti-LHRH
Soluciones

PBS ph 7.8: NaH,PO, 0.02M y NaCl 0,15M. Ajustar el pH a 7.8
Solucidén de lavado: PBS pH 7.8 + 0,05% de ‘Iween 20.

Solucidn para diluir: PBS pH 7.8 + 10% de suero de caballo + 1% de
BSA + 0.05% de Tween 20.

Solucidn de saturacién: PBS pH 7.8 + 1% de ovoalbimina.

Sustrato: Ortofenilendiamina 0.4 mg/ml + hidroperdxido de urea

0.2 mg/ml, disueltos en amortiguador de fosfatos 0.1M pH 5.

Fase sblida; placas de poliestireno de 96 pozos.
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1,5,1 Deteccidn y cuantificacién

de anticuerpos anti-LHRH

Se colocan 100 pl de una solucidn de 3 pg/ml del conjugado de polilisi-
na-LHRH en PBS 7.8 en cada pozo y se deja a 4°C durante upa noche, después -
de la cual, se retira y se colocan 150 yl de la solucidn de saturacién y se
deja a temperatura ambiente por 4 h, Se lava 5 veces con la solucidn para -
este uso y se colocan 100 pl de la muestra con el anticuerpo disuelta en la-
solucién adecuada y se deja una noche a 4°C. Se lava 5 veces y se colocan -
100 pl de una dilucién 1:1,000 de un anticuerpo de cabra o de conejo anti- -
IgG de ratdén conjugado a peroxidasa y se deja incubando 4 h a temperatura am
biente en oscuridad. bYe lava 5 veces, se afiaden 100 yl del sustrato, se de-
ja 10 min a temperatura ambiente y en oscuridad, y al término, se afladen -
100 yL de HCl 6N. Se lee la densidad dptica a 490 nm en un espectrofotdmetro

para microELISA,

1.5.2 Ensayo de especificidad

Se hacen diluciones de LHRH en la solucidén para diluir de concentracio-
nes de 800, 300, 80, 30, 8, 3 y 0.8 ng LHRH/ml y paralelamente una dilucidn-~
1:500 del anticuerpo en el mismo amortiguador, Se mezclan vollmenes iguales
del antigeno y del anticuerpo y se incuba a 4°C por 4 h. Después de este -~
tiempo se colocan 100 pl en un peozo previamente cubierto con el conjugado de
polilisina-LHRH y saturado con ovoalbimina. Se incuba por una noche a 49C y

se sigue el mismo protocolo para el ELISA.

1.5.3 Ensayo de competencia

Preparar concentraciones decrecientes de los péptidos a probar. Colo -
car 50 yL en cada pozo previamente cubierto con el conjugado de polilisina -
LHRH y saturado con ovoalblimina y posteriormente 50 pl del anticuerpo a una-

dilucidn tal que corresponda a una densidad 6ptica de 1. Realizar cada pun- .
to por triplicado. Ilncubar 1 noche a 4°C y seguir el mismo protocolo para -
ELISA.

1.6 1ODINACION DE LHRH

Columma de exclusién molecular:
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Hidratar 4 g de Sephadex G25-40 en 150 ml de &cido acdtico 0.0iM du -
rante 1 noche a #°C. Empacar una columna de 0.8 x 20 cm y equilibrar una -

noche a 4°C.

Iodinacién:

Disclver 2.5 pg (2.1 nM) de LHRH en 25 pl de acido acético 0.01M, a -
gregar 25 yl de un amortiguador de fosfatos 0.5M pH 7.5 y adicionar 1 mCi-
de NaIl25 (actividad especifica = 2.2 Ci/uM)., Iniciar la reaccidn con -
10 ul de una solucidn de 2 mg/ml de cloramina T en el mismo amortiguador y
20 seg después detener la reaccibn con 20 ul de una solucidn de 2 mg/ml de
metabisulfito de sodio en el mismo amortiguador. Aplicar a la columna, e-
luir con acido acético 0.01N a un flujo de 3 gotas/min y colectar fraccio-
nes de 17 gotas. Contar alicuotas de 5 ul de cada fraccidn para detectar-

los picos correspondientes a la molécula de LHRH marcada radioactivamente.

1.7 RIA PARA ANTICUERPOS anti-LHRH
1.7.1 Titulacidn de los anticuerpos
Solucidn amortiguadora usada: PBS pH 7.8 + BSA 0.5%

a) Agregar a cada tubo 100 1l de LHRH-T125 (20,000 cpm, actividad es -
pecifica = 2.2 C1/uM) y 0.1 ul de suero normal de ratdn

b) Agregar 100 pl de las diluciones de los anticuerpoes: 1:10, 1:32, -
1:100, 1:320,¢vev0evneese...1:320,000.

c¢) Incubar 24 h a 4°cC.

d) Agregar 50 pl de suero de conejo anti-IgG de ratdn diluido 1:1, pre-
viamente titulado.

e) Incubar una noche a 4°C,

f) Agregar 2 ml de amortiguador y centrifugar 30 min a 830 g.

g) Contar la radioactividad presente en el precipitado.

h) Determinar la dilucidn que precipite un 50% de la hormona con res -

pecto al médximo obtenido en la misma curva.

1.7.2 Ensayo de competencia

Agregar a cada tubo:
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a) 50 ul ae LHRH o del péptido andlogo a la molaridad adecuada.
b) 50 ul de LHRH-I'25 (20,000 cpm, actividad especifica = 2.2 Ci/uM),
y 0.1 pl de suero normal de ratdn.
¢) 100 pl del anticuerpo a la dilucidn adecuada.
d) Incubar 24 h a u°cC.
e) 50 pl de suero de conejo anti-IgG de ratdn 1:1, previamente titulado.
f) Incubar 1 noche a 4°C.
g) Agregar 2 ml del amortiguador y centrifugar a 830 g por 30 min.

h) Contar la radioactividad presente en el precipitado.

1.8 DETERMINACION DE CLASE DE INMUNOGLOBULINAS
POR LA TECNICA DE QUCHTERLONY

1.8.1 Preparacidn de placas

Disolver 0.2 g de agar purificado de Merck en 50 ml de agua destilada y
calentar a 100°C. Dejar enfriar a 60°aproximadamente y agregar 75 Wl de gli
cerol. Cubrir con una fina capa de esta solucidn los portaobjetos a usar,

Disolver 1 g de NaCl, 1 g de agar y 3 g de polietilenglicol en 98 ml de
agua y calentar a 100°C. Dejar enfriar a 45-50°C, agregar azida de sodio al
0.1% final y colocar 5 ml cuidadosamente sobre cada portaobjeto. Dejar soli
difdcar y guardarlos en ".ma caja en atmbsfera hiimeda a 4°C, Se conservan -

hasta 6 meses en estac ~ .ndicicnes.
1.8.2 Determinacidn de clase

Sueros anticlase: anti-IgG, anti—IgGl, anti—IgGga, anti-Ingb, anti -
Ig, anti-IgA y anti-IgG2 (Laboratorios Meloy, Estados Unidos).

Diluirlos en un volumen equivalente de suero de caballo-fetal bovino -
(75:25). Dejar a temperatura ambiente por 3 h, centrifugar 15 min a 830 g y
guardar el sobrenadante. Para llevar a cabo la inmunodifusidn, usar medio -
de cultivo con anticuerpos concentrado. Esto se realiza liofilizando 1 ml
de la muestra y resuspendiendo en 140 pl de agua destilada. Se colocan 10 -
¥l de cada muestra en los pozos de las placas de inmunodifusibn contra 10 ul

de cada suero anticlase.

1.8.3 Tincidn de las placas
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Solucidn para tefiir:

Amido black 1g

Acido acético 1M 425 ml
Acetato de sodic 0.1M 425 ml
Glicerol 150 ml

Sumergir las placas de inmunodifusidn en PBS 7.8 por 3-4 dfas (1 dia/ -
1 mm de grosor). Colocar papel filtro sobre cada placa y dejar secarlas so-
bre el portacbjeto por 1 dia a temperatura ambiente, quedando adherido el a-
gar deshidratado como una fina pelicula sobre el portaobjetos. Enjuagar con

agua y tefiir por 2 h., Destefiir con dcido acético al 2%.

1.9  PURIFICACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES DE RATON
A PARTIR DE LIQUIDO ASCITICO

Soluciones:

A: ‘Iris 20 mM + NaCl 40 mM a pH 7.8

B: Tris 20 mM + NaCl 20 mM a pH 7.8

C: Tris 20 mM + NaCl 400 mM a pH 7.8
D: Tris 20 mM @ pH 7.8

Sulfato de amonio saturado a 4°C

DEAE-Celulosa DE 52 microgranular, preswollen, Whatman. Suspender en-
B retirando las particulas finas varias veces. Conservar a temperatura am -
biente en suspensién al 25% aproximadamente, adicionando con azida de sodio-

al 0.1%.

1.9.1 Precipitacidn del anticuerpo

a) Diluir el liquido de ascitis 1:4 con PBS 7.8 y centrifugar 30 min-
a 50,000~100,000 g.

L)} Agregar un volumen equivalente de la solucidn de sulfato de amonio
lentamente y con agitacién, Dejar a 4°C durante upa hora.

c) Centrifugar a 12,500 g por 15 min.

d) Redisolver el precipitado en un pequefio volumen de la solucidn A, -

Transferir a una bolsa de didlisis.
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e) Dializar contra 100 vollmenes de la solucidn B en una probeta, sin-
agitacién, Cambiar la solucidn 3-4 h despus y dializar 8 h mds como minimo.
f) Centrifugar a 15,000 g durante 15 min. Recuperar el sobrenadante ~
y medir la densidad dptica a 280 nm, Después de la precipitacidn se recupe-

ran aproximadamente de 8 a 12 mg de proteina/ml de ascitis.
1.9.2 Purificacién por cromatografia de intercambio idnico

a) Montar la columna con 1 ml de resina por cada 5 mg de proteina ba-
‘jo una presidn de 40 ecm, Equilibrar con la solucidn B.

b) Diluir la muestra con un volumer®igual de la solucidn B y aplicar-
sobre la columna, Colectar fracciones de 15 min.

c¢) Lavar con 2 vollmenes de solucidn B.

d) Eluir con un gradiente de solucidn B-C. Usar 5-10 voliimenes de -
columna para eluir a un flujo de 1-2 volfimenes de columna por hora, en 10 h.

e) Medir la densidad 6ptica de las fracciones, Juntar las fracciones
del pico. La mayor parte de los anticuerpos monoclonales eluyen entre 40 y-

80 mM de NaCl, y otros entre 120-150 mM.
1.10 ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA
Soluciones:
A: Disolver 30 g de acrilamida y 0.8 g de metilen-bisacrilamida en ~

agua a un volumen final de 100 ml.
B: Disolver 18.15 g de Tris en 24 ml de HCL 1IN y 230 ul de Temed;

ajustar a pH 8.9 y aforar a 100 ml.
C: Disolver 14 mg de persulfato de amonio en 10 ml de agua,

1

D: Disolver 3 g de Tris y 14.4 g de glicina en un volumen final de

500 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8.3.

1

Solucidn de muestra: 2 ml de solucién B, 6 ml de glicerol al 10% y
20 jul de azul de bromofenol al 1%.

Solucién de corrida: diluir 1:10 la solucidn D al volumen que sea
necesario.

Soluecidn para teflir: azul de Coomassie 6250 al 0.04% (p/v) en HClOu
al 3.5%. Agitar 1 h a temperatura ambiente y filtrar. Se conserva indefini

damente.
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Preparacifn del gel: mezclar 3 ml de la solucibn A y 3 ml de la solu-
cién B; desgasificar con vacio y agregar & ml de la solucidn C recientemente
preparada. El gel queda a una concentracidn final de 7.5% de acrilamida y -
0.2 % de bisacrilamida. El gel se prepara en una cimara de electroforesis -
de 0.75 mm de grosor,vertical y constituida por 2 placas de vidrio de 12 x -
15 cm. Despuds de vaciar la solucidn de acrilamida, colocar el peine y de -
jar polimerizar. Diluir la muestra de liquido ascitico 1:4 en la solucién -
de muestra y aplicar al gel. <Correr a un voltaje constante de 200 V hasta -
que el colorante alcance la parte inferior. Una vez finalizada la electrofo
resis tefiir el gel por 3 hy posteriormente destefiir con una solucidn de 8ci
do acético al 10%.

1.11 ELECTROFOCALIZACION ANALITICA EN CAPA FINA
DE GEL DE ACRILAMIDA

Soluciones:

A: 10 g de acrilamida y 0,27 g de bisacrilamida. Aforar a 30 ml con-
una solucidn de urea 3.5M.

B: 1 mg de riboflavina en 10 ml de una solucidn de urea 3.5M.

Preparacidn del gel: mezclar 10 ml de la solucidn A, 50 ml de una so-
lucién de urea 3.5M y 3 ml de anfolinas 3-10 (Bio-Lyte 3-10, Bio-Rad), Des-
gasificar con vacio por 30 min. Agregar 1 ml de la solucidn B y 10 ul de -
Temed. Colocar en el molde para el gel (25 x 11 x 0.2 cm) y dejar polimeri-
zar a la luz directa por 3 h. Una vez polimerizado, dejar a 4°C por 2 h.

Colocar en los carriles 30 ug de proteinas de la muestra. Usar como -
soluciones de electroforesis HSPOH iN en el &nodo y NaOH 1N en el cétodo.
Correr por 4 h, fijando como valores miximos 1,100 V, 50 mA y 25W. Una vez-
finalizada la electrofocalizacidn, colocar el gel por 2 h en 500 ml de -
HClOq al 3.5%. Tefiir posteriormente con azul de Coomassie G250 por 2 hj des

tefiir con &cido acético al 10%.



2. LSQUEMA TE THMUNTIZACIOH

Se usaron ratones de ambos sexos de las cepas Balb/c, Balb/k y (:57B1/6-
de 8 semenas de edad, criados en el Bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas.

Los ratones se inocularon de acuerdo al siguiente esquema de inmuniza- |

cidn:
ADYUVANTE
TNMUNIZACION pg DE CONJUGADO VIA
EMPLEADO
1 200 Completo de Freund Subcutdnea
2 100 Incompleto de Freund Subcutdnea
3 100 Incompleto de Freund Subcutdnea e
Intraperitoneal
4 100 Incompleto de Freund Subcutdnea e
Intraperitoneal
§ (dia -7) 1 - Intraperitoneal
6 (dia -4) 200 - Intraperitoneal
7 (dia -3) 200 - Intraperitoneal
e Intravenosa

En las primeras 4 inmunizaciones hubo un intervalo de 3 semanas entre-
cada una de ellas, inoculando el antigeno emulsificade en un volumen equiva-
lente del adyuvante. Entre la inmunizacién 4 y 5 hube un periodo de descan-
so de un mes y medio., Las Gltimas 3 inoculaciones se hicieron en solucién -

salina isotdnica.
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3. CULTIVO DE CELULAS

3.1  KECOMENDACIONES

Para el cultivo de células es necesario recordar que hay que tener un-
méximo de cuidades al trabajar asi como de la limpieza del material usado y-
de las soluciones, por lo que:

a) Todo el material utilizado debe estar perfectamente limpio, enjuaga
do con agua bidestilada y estéril.

b) Todo método que involucre el manejo de las células debe de llevarse
a cabo en un cuarto destinado para cultivo de células y las manipulaciones -
deben de efectuarse en una campana de flujo laminar.

¢) El material destinado para cultivo de células debe de utilizarsé G-
nicamente para este fin,

d) Usar reactivos de mdxima pureza y cuando sea posible, reactivos de~

grado cultivo de células.

3.2  SOLUCIONES

Aminodcidos no escenciales (100x)

L-alanina 89 mg
L-asparagina 150 mg
L-ac. aspartico 133 mg
L-ac. glutamico 147 mg
Glicina 75 mg
L-prolina 115 mg
L-serina 105 mg

Disolver en 100 ml de agua tridestilada, filtrar en filtro Millipore -

de 0.22 ym y conservar a u°cC.,

Piruvato de sodio (100x);

Disolver 1.1 g en 100 ml de agua tridestilada. Esterilizar por filtra

cidn y guardar a ~20°C.
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Estreptomicina (100x}

Disolver 1 g en 100 ml de agua tridestilada, esterilizar por filtra -

cidn y guardar en alicuotas a -20%C.

Hipoxantina-Yimidina (100x)

Disolver 136.1 mg de hipoxantina y 37.8 mg de timidina en 100 ml de a-
gua tridestilada. Calentar una hora a 45-50°C con agitacidn. Esterilizar -
por filtracifn y guardar en alicuotar a -20°C. Si al momento de usar se ob-
serva un precipitado blanco, calentar a 45°C hasta la completa disolucidn -

del mismo.

Aminopterina (100x)

Disolver 8.8 mg en 45 ml de agua tridestilada. Agregar 0.5 ml de -
NaOH 1N, disolver y ajustar a 50 ml., Agregar 0.5 ml de HCl 1N, esterilizar-

por filtracién y guardar en alicuotas a ~20°C,

Polietilenglicol al 50%

Esterilizar 4 g de PEG a 120°C y 15 1lbs de presidn por 20 min, Dejar-
enfriar a 60°C y agregar un volumen igual de RPMI sin suero. Mezclar perfec
tamente y guardar a 4°C. Al momento de usar ajustar el pH a 7.8~8 con NaOH-
0.1N estéril.

3.3 SUEROS

Se usd suero fetal bovino, lote SFI-85-005 de la compafiia Biocel, Méxi
co y suero de caballo obtenido directamente del Instituto Nacional de Higie-
ne, 5.8.A. Ambos sueros se centrifugaron a 1,000 g durante 30 min y poste -
riormente se esterilizaron bajo presién de N2 sobre doble membrana Millipore
de 0.22 um. Se guardaron a -20°C. Al momento de usar se inactivan a 56°C -

durante 30 min,

3.4  MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo utilizado en este trabajo fué el DMEM (Dulbecco's-

Modified Eapgle's Medium), el cual se prepara de acuerdo a las instrucciones-

del distribuidor, disolviendo en agua recientemente tridestilada, ajustando
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la concentracidn de glucosa a 4.5 g/l y de NaHCO3 a 3.7 g/l y ajustando el -
pH a 7 con COQ. Se esteriliza en doble filtro Millipore de 0.22 um bajo pre

sibn positiva de N2 y se guardan en alicuotas de 100 y 500 ml a 4°C en oscu-

ridad, conservindose en estas condiciones por 2 meses aproximadamente. Al -

momento de usarlo se suplementa de acuerdo a las necesidades. La prepara -

cidn de diferentes medios se muestra en la tabla siguiente:

SUPLEMENTOS MEDIO HAT o HT MEDIO COMPLETO
500 ml 500 ml
% ml ml
Amlnoéc%dos 1 5 5
no escenciales
Piruvato de sodio i 5 1 ]
Suero fetal bovino 2.8 12.5 2.5 12.5
Suero de caballo 12.5 62.5 12.5 62.5
Hipoxantina-Timidina 1 5 . -
(HT)
Aminopterina
(A) ! >
Medio DMEM 400 400

3.5 CONGELACION DE CELULAS

Las células de 5 ml de medio con crecimiento Sptimo se centrifugan y -

resuspenden en 1 ml de medio DMEM completo affadido con 5% de suero fetal bo-

vino y 10% de DMSO a 4°C.

Se colocan en un criotubo en una caja de polieti-

leno con paredes de 1 cm de grosor, la cual se guarda a -80°C por 24 h y pos

teriormente, los criotubos se transfieren a un tanque de N2 liquido., Las -

células se mantienen en estas condiciones por tdempo indefinido.

3.6  DESCONGELACION

Se retira el criotubo del N, liquido y se descongela r8pidamente en un
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bafio a 37°C, FEl medio con c&lulas se transfiere a un tubo con 10 ml de me -
dio completo o HT, dependiendo de las cé&lulas. Se centrifuga, se lava con -
5 ml del mismo medio 2 veces y se resuspenden en 5 ml del mismo, se colocan-

en una botella Roux y se incuba a 37°C con 6% de 002 y atmbsfera himeda.

3.7  CRECIMIENTO
Las células de mieloma e hibridomas deben de mantenerse a una densidad

de 105 - u x10% c&lulas por mililitro, lo cual se logra diluyéndolas diaria

mente 1:5 con el medio de cultivo adecuado.

3.8 MEDICION DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO
POR INCORPORACION DE TIMIDINA-H3

Centrifugar las c&lulas de mieloma y lavar una vez con medio sin sue -

ro. Ajustar la conceniracidn a 10,000 células/ml en los diferentes medios
con los sueros a probar y sembrar 3 pozos con 100 ul para cada wedio en 3 -
placas de 96 pozos. Incubar por 24 h. Agregar a cada pozo de una placa -~
0.5 pCi (20 p1) de timidina tritiada diluida en medio de cultivo sin suero.-
DPejar 4 h y recolectar las cé&lulas por filtracidn. Realizar esta operacidn-
durante 3 dias seguidos y colocar cada papel filtro seco en un frasco vial -
conteniendoc 4 ml de liquido de centelleo. Contar la radicactividad de cada-

frasco en un contador de radiaciones 8.

Liquido de centelleo:

PPQ 0.5 g
POPOP 100 mg
Tolueno 11

3.9 DETECCION DE MICOPLASMAS

Esterilizar cubreobjetos y colocar en el fondo de-cada pozo de una ca-
ja de cultivo de 24 pozos. Tripsinizar células epiteliales de rifién de bo -
rrego de una linea estable (OVK) y sembrar en cada pozo sobre los cubreobje-
tos, en un medio de cultivo sin antibidtico. Agregar a cada pozo 0.1-1 ml ~

de sobrenadante de los medios de cultivo de mielomas crecidos en presencia -

40



de los sueros a probar. 24-72 h despu@s, se retira el medio con las células
en suspensidn y las adherentes son fijadas 2 min en metanol-dcide acético -
(75:25). Se realizan 2 fijaciones mas de 5 min cada una. Secar al airey -
tefiir con el colorante H33258 disuelto en PBS 7.5 (0.2 ug/ml) durante 30 min.
Lavar los cubreobjetos 4~5 veces con agua destilada y montarlos en portaocbje
tos con glicerina en PBS pH 7 (9.1). Observar en un microscopio de fluores-

cencia.

3,10 PRODUCCION DE HIBRIDOMAS

3,10,1 Obtencidn de macr&fagos de cavidad

peritoneal de ratdn

Sacrificar el ratdén y sumergirlo en etanol para desinfectar. Inyectar
intraperitonealmente 5 ml de una solucitn de sacarosa 0.35M a 4°C; mover un-
poco el abdomen del animal e introducir paralelamente al mismo una aguja #-
18, Recoger el liquido con macrdfagos en un tubo y colocar en hielo. Cen -
trifugar a 500 g por 10 min y resuspender en el medio adecuado. Si se recu-
peran los 5 ml originales se obtienen aproximadamente 2 %106 células por ra-
t6n. Si se utilizan placas de 96 pozos se siembran 5,000 células/100 ul y -

si se usan placas de 24 pozos se siembran 20,000 cé&lulas/ml.

3,10.2 Fusidén celular

Sacrificar el ratén, obtener el bazo, colocarlo en una caja de Petri -
con medio RPMI y obtener las células por perfusidn con el mismo medio. Pa -
sar a un tubo y dejar sedimentar los pedazos de tejido no dispersos; pasar -
el sobrenadante a otro tube y centrifugar a 500 g por 10 min. Lavar 3 veces
con el mismo medio. Contar la viabilidad de las c&lulas por tincidn con a -
zul de tripano y en base a esto, mezclar la cantidad adecuada en un tubo con
las células de mielomas, &stas (iltimas previamente lavadas 3 veces con el -~
mismo medio. - Centrifugar, quitar el sobrenadante y agregar 0.5 ml de la so
lucidn de PEG al 50% y agitar perfectamente con un tubo de vidrio durante -
90 seg. Agregar 0.5 ml del medio, agitar por 90 seg y agregar 1 ml del me -
dio. Afiadir sucesivamente volGmenes dobles de medio con intervalos de 90 -~
seg hasta completar un total de 8 ml, Centrifugar a 500 g por 10 min, reti-

rar el sobrenadante y diluir las células con 5 ml de medio completo e incu -
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bar por 2 h mezclando periddicamente con suavidad. Centrifugar, diluir en -
medio HAT y distribuir 10*-10° c€lulas/pozo en placas de poliestireno de 96~
pozos, cont...:-. 3o macrdfagos obtenides 1 dia antes. Incubar a 37°C y atmés
fera htimeda con . Ay Alimentar por cambio de la mitad del medio con -
medio fresco los dias 5, 7, 10 y 11 despuds de la fusidn.

3.10.3 Clonacidn en medio semi-sdlido

Para este ensayo, tanto la solucidn de agar como el medio de cultivo -

para clonacidn deben de conservarse en un baflo a 45°C.

MEDIO DE CULTIVO PARA CLONACION (200 ml)
ml %
Suero de caballo 25 12.5
Suero fetal bovino 5 2.5
Piruvato de sodio 2 1
Aminodcidos no esenciales 2 1,
HT 2 1
Glutamina 2 1
Medio DMEM 2x 80 0
gﬁaz.ﬁgglflcado de Merck 80 40

Colocar 10 ml del medio de clonacidn en cada caja de Petri de 15 x 100
y dejar solidificar a temperatura ambiente en una atmdsfera con 5% de 002. -
Mientras tanto, tomar 200 pl de suspensién con los hibridomas a clonar -
(20,000 - 200,000 células), diluir en 2 ml de medio HT y a partir de este -
tubo hacer una dilucidn 1:10 y 1:100 en 2 ml de medio cada una. Agregar a -
cada tubo 4 ml del medic de clonacidn e inmediatamente repartir en las cajas
de Petri con el medio ya solidificado y homegeizar perfectamente mediante un
movimiento de vaivén. Dejar solidificar a temperatura ambiente en una atmds

fera con 5% de COZ‘ Incubar a 36°C en atmdsfera hlmeda con 5% de C02.
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3,10.4  Deteccidn de hibridomas productores

de anticuerpos in situ

a) Deteccién de inmunoglobulinas de ratdi

Una vez que las clonas son perfectamente visibles al ojo (aproximada -
mente 15 dias después de sembradas) se proceile a detectar las clonas produc~
toras de inmunoglobulinas de ratén, cubriendo el agar con una tercera capa -

centeniendo un anticuerpo de conejo anti-ratén:

MEDIO USADO (a us°C)

Piruvato de sodio 1%

Aminodcidos no esenciales 1%

Estreptomicina 1%
HT 1%
Glutamina 1%
i:igz de conejo anti- 15%
Medic DMEM 2x 40
Agar al 1.u48% 40

Antes ae usar el suero de conejo anti-ratdn hay que inactivarlo, titu-
larlo y diluirlo en un volumen equivalente de suero de caballo para cultivo;
centrifugar y esterilizar por filtracién.

Agregar 5 ml del medio a cada caja, dejar solidificar e incubar. En -
24 h, las clonas productoras de anticuerpo presentardn un halo de precipita-

cién alrededor de la misma.

b) Deteccidn de anticuerpos anti-LHRH

Se recorta una tira de papel de nitrocelulesa del diimetre de una caja
de Petri y se coloca dentro de una de ellas con 10 ml de una solucidn de -
3 pg/ml del conjugado de polilisina-LHRH en PFBS pH 7.8, Dejar 1 noche a 4°C,
retivar la solucidn y agregar 10 ml de ovoalblimina al 1% en el mismo amorti-
guador por 4 h, Lavar S veces con PBS pH 7.8 + Tween 20, dejar secar y guar
dar a temperatura ambiente hasta su uso.

Una vez que las clonas son visibkles, se cubren con 5 ml del medio para
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clonacibn, sin suero de conejo anti-ratdn. Se deja solidificar y se coloca-
el papel de nitrocelulosa estéril. Se deja incubando 1 noche;, se retirva, -
se lava y se coloca en una caja conteniendo 10 ml de una dilucidn 1:500 del-
conjugado RAM-POD en amortiguador para diluir usado en ELISA. Se deja a tem
peratura ambiente por 3 h en oscuridad, se lava 5 veces y se agregan 10 ml -
de una solucién de 10 mg de diaminobencidina en 50 ml de Tris 0.1M pH 7.6 +

100 M1 de hidroperbxido de urea (1mg/10 ul). Despugs de 10 min, lavar con -
agua destilada varias veces y dejar secar. Si hay presencia de anticuerpos-
anti-LHRH se observardn en el papel circulos de color café rojizo, cuya lo -

calizacibn permite identificar las clonas productoras del anticuerpo.

3.10.5 Produccidn de liquido ascitico

Las células a inocular se siembran.y se mantienen hasta un crecnmiento-
Gptimo de 4 x10° cé&lulas/ml aproximadamente. Se centrifugan, se lavan una-
vez con medio DMEM y se resuspenden en el mismo a una concentracidn de 107
células/ml. Se inoculan intraperitonealmente 200 ul de %sta suspensién a -
ratones histocompatibles, inyectados 1 mes antes con pristdn. Cuando los ra
tones presenten los sintemas del tumor, cosechar el liquido ascitico por pun
cidn en el abdomen, recolectdndolo en un tubo y dejando 2 h a temperatura am
biente para que se forme el colgulo de fibrina, Centrifugar a 830 g por -
10 min y guardar a -20°C., Repetir la operacidn cada tercer dia hasta la -

muerte del animal.
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Iv.  RESULTADOS

1. ACOPLAMIENTO DE LA LHRH A PROTEINAS ACARREADORAS

Debido al bajo peso molecular de la molécula de LHRH y a que es una -
hormona presente en los vertebrados (56) y por lo tanto, reconocida como pro
pia, se vid en la necesidad de acoplarla a una proteina acarreadora para au-
mentar su inmunogenicidad. L método de acoplamiento elegido fué el de la -
carbodiimida, debido al hecho de que la LHRH no tiene grupos amino o carboxi
libres para el acoplamiento con las proteinas acarreadoras. El uso de un a-
gente heterobifuncional como el &cido p-aminofenilacético y de un &ster acti
vado como producto intermediario de reaccidn evita la formacidn de productos
secundarios de reaccidén indeseables como polimeros de la hormona o del aca -

rreador, El esquema de la reaccidn de acoplamiento se muestra a continua -

cidn:
HH2
+ LHRH ——> LHRH - NH @CH2 - COOH
|H2 acoplamiento en los residuos
COOH histidil o tirosil
+
0
A
HN ¢ i hidroxisuccinimida
//
carbodiimida
Proteina-NH, +  LHRH - NH CHy-C~ @ l

0

LHRH-NH -@-CHZ-C—NH—Proteina
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Durante la preparacion de los conjugados era necesario comprobar la u-
nidn de la hormona al acido p-aminofenilacétice y determinar la eficiencia -
de la reaccién de acoplamiento a las proteinas acarreadoras, por lo que se -
hizo una cromatograria en capa fina para el primer caso y e introdujo un -
marcador radioactivo para el segundo.

Se corrid una cromatografia en capa fina del producto de reaccidn en -
tre la LHRH y el dcido p-aminofenilac@tico usando el sistema butanol-acetato
de etilo-agua-&cido acético (1:1:1:1) y como controles, LHRH y &cido p-amino
fenilacético, revetando por la técnica de Pauly. EL producto de reaccién -
presentd un Rf de 0.6-0.76, mientras que el &cide p-aminofenilacético presen
td un Rf de 0.75-0.86 y la LHRH presentd 2 manchas que presentaron un Rf de-
0.57 y 0.87. Este @iltimo resultado no se esperaba, por lo que se rasparcn =~
las 2 manchas, se extrajeron y se sometieron a una nueva cromatografia en el
sistema cloroformo-metanol-amoniaco (5:3:1) y se cbservd que la mancha de Rf
0.57 presentd un Rf igual al de un control de LHRH y la mancha de Rf 0.87 -
presentd uno diferente, por lo que se concluyd que &sta era un producto de -
degradaci6n de la molécula de LHRH a causa de les solventes del primer siste
ma. Asi, los resultados concordaron con los reportados en la literatura -
(57) al presentar el producto de reaccidn entre la LHRH y el &dcido p-aminofe
nilacético, un Rf mayor al presentado por la LHRH pura.

Para medir la eficiencia de la reaccidn se introdujo un marcader radio
activo; éste consistié en LHRH-I!25, el cual se introdujo desde el principic
de la reaccidn, partiendo de la hipdtesis de que se comportaria de la misma-
manera que la LHRH no marcada. Los resultados obtenidos se muestran en la -
tabla #2. Podemos observar que la albimina y la polilisina presentaron apro
ximadamente la misma proporcidn de moléculas de LHRH unidas afin cuando el pe
so molecular de la primera es casi el doble a la polilisina. Esto se expli-
ca debido a que el acoplamiento se hace a través de los residuos lisil de -
las proteinas(58) y la polilisina es un polip&ptido constituido Gnicamente -
por residuos lisina. Por otro lade, la tiroglobulina presentd una cantidad-
de moléculas de LHRH unida a ella mucho mayor a la albimina, lo cual se ex -
plica por el hecho de que la primera es una proteina de peso molecular 10 -
veces mayor que la albfimira y tiene, por lo tanto, un nimero mayor de sitios

aceptores.
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PFOTEINA ACOPLANTE cpm antes de | cpm después |% LHRH unido| moles LHRH
dializar de dializar . por mol prot.
r !
Tiroglobulina PM=670,000 5,477 1,487 ! 27.45 60
Alblmina PM= 66,000 5,755 1,396 24,25 8
Polilisina PM= 35,000 5,418 1,157 21,35 7

Tabla # 2: Caracteristicas de los conjugados de LHRH con proteinas a-
carreadoras.
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2, DESARROLLO DE UN ELISA PARA LA DETECCION
DE ANTICUERPOS anti-LHRH

Para detectar anticuerpos secretados por hibridomas se requiere de téc
nicas que ofrezcan alta sensibilidad, rapidez y la facilidad de manejar un -
gran namero de muestras, por lo que el ELISA fué& la técnica de eleccidén. El
principio de este método se encuentra ilustrado en la figura # 8.

Debido a que el método se iba a usar en la deteccidén de anticuerpos, -
el primer paso consistid en acoplar el antigeno a la fase sélida. Por tal -
fin, se realizd un conjugado de polilisina~LHRH ya que se pudo comprobar que
la hormona nativa presenta una baja capacidad de acoplamiento a la fase s6li
da (datos ro presentados). Se usd en el ELISA un conjugado diferente a los-
usados para inmunizar a los ratones con el fin de poder eliminar la deteccidn
de anticuerpos contra las proteinas zcarreadoras en los sueros de los rato -
nes, o los anticuerpos producidos por algunos hibridomas. De esta manera,-
los anticuerpos que se detectaron eran aquellos dirigidos finicamente contra
la LHRH. La revelacidn de &stos se hizo con un anticueryo de conejo anti-IgG

de ratdén acoplado a peroxidasa. ‘.

2.1  UOBTENCION Y CARACTERIZACION DE UN CONJUGADO RAM-POD
2.1.1 Purificacidn del anticuerpo

El suero de conejo anti-IgG de ratdn fué ultracentrifugado para elimi-
nar los lipidos y posteriormente fué precipitado con sulfatoc de amonio para-
el aislamiento del anticuerpo. Posteriormente se sometid a una cromatografia
de intercambio i6nico para la obtencitn de las IgG purificadas. Para compro
bar la pureza de las inmunoglobulinas, se sometid a una electroforesis desna
turalizante, la cual se observa en la figura # 9 y posteriormente se combro—
b6 su actividad como anticuerpo al reaultar positiva una inmunodifusién de -
la misma contra suero normal de ratdn.

Una vez que el anticuerpo fué aislado y purificado se sometid a una -
absorcifn con suero de caballo en una columna de afinidad con el fin de eli-
minar anticuerpos inespecificos contra &ste y que posteriormente pudieran in
terferir en los ensayos de ELISA. Se purificd y se concentrdé 2 veces por -

precipitacidn con sulfato de amonio.
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1. Antigeno adsorbido a la fasa silida

2. Proteina adsorbida a los sitios no

I l ocupados por el antigeno

]
S

3. Unidén del anticuerpo presente en la

["‘] % ' l muestra con el antigeno.

’,

— R
14
T 4%, Adici6n de un segundo anticuerpo
H % ﬂ - acoplado con una enzima
] Qs 0
Sge 2 o
oe 1% 0 5. Adicidn del substrato

nin

FIGURA #8: Fundamento del método de ELISA para la deteccidn de an-

ticuerpos.
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FIGURA # 9: Electroforesis en gel de acrilamida-SDS (15% de acrilami-
da) en presencia de B-mercaptoetancl de la IgG de conejo anti-IgG de ratén
purificada por cromatografia de intercambio idnico, la cual se observa en-

el carril central.
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2.1.,2 Obtencidn del conjugado RAY-POD

Se obtuve un conjugado de anticuerpos de conejo anti-IgG de ratdn-Pe -
roxidasa (RAM-POD} para usarlo posteriormente como sistema revelador en Los-
ensayos de ELISA. Una vez obtenido y diluido a 200 ug/ml se tituld para de-
terminar la concentracidén optima necesaria del mismo para los ensayos poste-
riores, Por tal motivo se realizd un ELISA que consistid en acoplar a la -
fase sblida cantidades variables de IgG de ratdn y haciendo reaccionar direc
tamente con distintas diluciones del conjugado: 5, 2, 1, 0.5, 0.2 y 0.1 pg/ml
y revelando con el sustrato cromogénico. La figura #f 10 muestra las curvas
obtenidas al usar diferentes diluciones del conjugado obtenido. Las dilucio
nes superiores a 0.5 ug/ml presentaron densidades dpticas muy por arriba del
limite de lectura del aparato usado, por lo que ne fué posible graficar. -
Sin embargo, las diluciones de 0.2 y 0.1 pg/ml muestran curvas de titulacidn
dentro de los limites de lectura y sensibilidad deseados; la curva correspon
diente a 0.1 ug/ml muestra un desplazamiento hacia abajo debido a la dilucidn
tan grande de conjugado. Por esto, se escogid la dilucidn de 0.2 yg/ml como

aquella para usarse en ensayos posteriores que requirieran de su uso.
2.2 OBTENCION DE OVOALBUMINA

Al realizar un ELISA es necesario saturar los sitios de la fase sdlida
no 6cupados por el antigeno con el fin de eliminar una posible fijacidn ines
pecifica de inmunoglobulinas, y por ende, lecturas falsas positivas. Para -
saturar estos sitios es necesaria una proteina que no sea capaz de interferir
en el ensayo; por tal motivo se utilizd la ovoalblimina, ya que ademds, es re
lativamente fdcil de obtener en grandes cantidades desde su fuente natural -
por medio de precipitacidn con sulfato de sodio (59). La figura # 11 muestra
una electroforesis desnaturalizante del producto final obtenido en la que se
observa casi en su totalidad ovoalbiimina, aunque se observan 2 bandas de o -
tras proteinas que no se pudieron eliminar en el aislamiento. No obstante,-
la ovoalblimina fué usada en los ensayos de ELISA sin que se presentara ningln

tipo de reacciZn cruzada.
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FIGURA # 10: Titulacidn del conjugado RAM-POD, Se adsorbieron a la fase s6lida diferentes
concentraciones de IpC de ratdn y se revelaron con diversas diluciones del conjugado. Lag di-
luciones de 0.5, 1, 2 y 5 ug de conjugada/ml presentaron valores de densidad éptica por arriba-

de los limites de lectura del aparato usado. (e ) 0.2 ug/ml, (0 ) 0.1 wp/mh.
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FIGURA # 11: Electroforesis en gel de acrilamida-SDS (15% de acri-
lamida) en presencia de pg-mercaptoetanol de la ovoalbfinina obtenida. Ca-
rril # 1:- Marcadores de peso molecular: lisozima (14,300), B-lactoglobu-
lina (18,400), tripsindgeno (24,000), pepsina (34,700), ovoalbfimina  ---
(45,000), albGmina sérica bovina (66,000); de abajo hacia arriba.

Carril ff 2: Ovoalbfimina comercial (Sigma).
Carril # 3, 4 y 5: Diferentes concentraciones de la ovoalb@imina obtenida.
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2,3 OPTIMIZACION DEL ELISA

La optimizacidén de la técnica de ELISA para detectar los anticuerpos -
anti-LHRH consistid en determinar la cantidad del conjugado de polilisina -
LHRH necesaria para obtener una curva de titulacidn lo suficientemente sensi
ble para detectar los anticuerpos y que a la vez, se encontrara dentro de -
los limites de lectura del aparato (“3%0A<2.0). Se probaron cantidades de -
30, 10, 3, 1 y 0.3 ug del conjugado/ml en los pozos de la fase sblida, fren
te a un suero de ratén anti-LHRH. Como se puede observar en la figura # 12,
a medida que la concentracidn del antigeno coclocado en la placa disminuye, -
la curva de titulacién se desplaza hacia abajo y por lo tanto, la cantidad -
de anticuerpo detectada es cada vez menor. Con una concentracidn de 3 ug/ml
se observa una curva dentro de los limites de lectura del aparato y se llega
a la sensibilidad mdxima del ensayo, por lo que fué la cantidad de antigeno-
elegida para usarse posteriormente en .la titulacidn de los anticuerpos anti-
LHRH.

Se observa que el suero normal de ratén usado como pontrol presentd un
ruide de fondo muy bajo. Sin embargo, al usar el suero ifmune frente a la -
fase s6lida que no contenia LHRH, se observd un ruido de fondo muy alto. Es
to se debid a que el suero inmune utilizado habia sido obtenido de un ratén-
sensibilizado con un conjugado de albfimina-LHRH y la proteina saturante utili
zada en este ensayo era alblimina, por lo que en realidad se estaban detectan
do tambi&n anticuerpos anti-albfimina. Por este motivo se utilizé otra prote
ina saturante, y se montd a la vez, una prueba de inhibicidn para determinar
la especificidad de los anticuerpos. Esta prueba se montd preincubando di -
luciones de la hormona desde 0.004 hasta 400 ng/ml con una dilucién 1:1000 -
de un suero anti-albimina-LHRH e inéubando posteriormente esta mezcla en po-
zos cubiertos con el conjugado de polilisina-LHRH y saturados con albfinina u
ovoalblmina. La figura # 13 muestra una grdfica en la que se observa una -
clara inhibicién en el desarrollo de color provocada por la neutralizacidn ~
de los anticuerpos con el antigeno libre antes de desarrollar el ELISA. Se
puede observar que concentraciones mayores a 4 ng de LHKH/ml provocan una -
marcada inhibicidn en el reconocimiento del anticuerpo hacia el conjugado a-
coplade a la placa.

Las proteinas saturantes usadas influyen notablemente en el ensayo. -
Se observa que en presencia de albfimina, la curva de inhibicidén se desplaza-
un poco hacia arriba, lo cual se debe a la deteccidn de anticuerpos anti-al-
bimina, por lo que su uso fu@ descartado'posteriormente utilizando en su lu-

gar la ovoalbfimina, ya que la concentracibén de albGmina utilizada en la solu
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FIGURA # 12: Optimizacién del LLISA. La fase sblida fué cubierta con diferentes concen -
traciones de polilisina-LHRH, caturada con alb@mina sérica bovina y se incubd con diversas dilueio-
nes de un suero de ratdn anti-Albdmina-LIRH, Se reveld con el conjugado RAM-POD. Concentraciones de
polilisina-LHRY usadas: (0) 30 y 10pg/m. (o) 3ug/ml. (o) tug/ml. (&) 0.3ug/ml. (2) oug/ml.

(¢ ) sucro normal de ratdn.
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FIGURA # 33: Prucha de inhibicién por ELISA de un suero de ratén anti-AlbGmina-LHRH.
L1 anticuerpo se incubd con diferentes diluciones de LHRH y posteriormente se desarrolld el-
ELTSA sobre la fase sélida, cubierta con Polilisina-LHRIl y saturado con ovoalbimina (0) o -

allfimina sérica bovina ( ® ). lLou anticuerpos unidos e revelaron con ¢l conjupado RAM-POD,



¢ibn para diluir el anticuerpo no parece ser suficiente para inhibir comple~

tamente la reaccidn de los anticuerpos anti-albGmina.

3. INMUNIZACION DE LOS RATONES Y TITULACION

DE LOS SUEROS POR ELISA

La inmunizacion de los ratones se 1llevd a cabo de acuerdo al esquema -

presentado en 1a seccidn de Material y Métodos, y los ratones usades se dis-

tribuyeron de la siguiente manera:

CONJUGADO INOCULADO: ALBUMINA-LHRH
Balb/c Balb/k C57B1/6
Nimero Sexo Titulo | NGmero Sexo Titulo | Nimero Sexo Titulo
17 M << 100 21 M 800 25 M << 100
18 M << 100 22 M << 100 26 M << 100
19 H 3,000 23 H << 100 27 << 100
20 H << 100 24 H 7,000 28 H " << 100
CONJUGADO INOCULADO: TIROGLOBULINA-LHRH
Balb/c Balb/k C57B1/6
Nimero Sexo Titulo | HNimero Sexo Titulo | Nimero Sexo Titulo
37 H 500 40 H 800 43 H 1,000
38 H 1,000 41 H 1,500 4y H . 3,000
39 H 1,500 42 H 3,000
Tabla # 2: Titulos de los sueros de los ratones después de la 4a. in
munizacién

Después de la tercera y cuarta inmunizacidn, los ratones se sangraron-

y los sueros se titularon por ELISA.

La tabla ff 2 muestra el titulo del sue

ro de cada ratdn después de la cuarta inmunizacidn (el titulo obtenido deg -

pués de la tercera inmunizacidn fu@é ligeramente mas bajo que el presentado ~
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después de la cuarta). Las figuras #f 1% y 15 muestran las graficas obtenidas
de esta titulacién.

Definiendo el titulo en este ensayo como el inverso de la dilucidn del
suero que presente una densidad '3ptica de 1, se puede observar que la mayo-
ria de los ratones inoculados con el conjugado de alblimina dieron una res -
puesta poco reproducible. Un ratén macho de la cepa Balb/c y uno de la Balb
k presentaron un titulo >1,000 y un ratdn hembra de ésta filtima cepa presen-
t6 un titulo de 800. Todos los demds ratones de estas 2 cepas presentaron -
un titulo <<100. Todos los ratones de la cepa C57B1/6 dieron una mala res -
puesta al antigeno (titulo <<100). Contrariamente a estos resultados, los -
ratones inoculados con el conjugado de tiroglobulina presentaron casi todos
un titulo superior a 1,000. Todas las cepas dieron lugar a una buena respues
ta inmune, observdndose los mejores titulos dentro de las cepas Balb/ky -
C57Bl/6. Estos resultados nos podrian indicar que el conjugado con tiroglo-
bulina es mas inmunogénico que el de alblimina. No obstante, para cada conju
gado se eligid el ratdn con el titulo mas elevado para llevar a cabo la fu ~
sidn posteriormente; para el conjugado de albiimina se eligid el ratdn # 20 -

y para la tiroglobulina el ratdén # u2. i

4, ELECCION DEL PORCENTAJE OPTIMO DE SUEROS
PARA CULTIVO DE HIBRIDOMAS

Un lote de suero ya sea de caballo o fetal bovino destinade para uso -
en cultivo de células debe de reunir 2 requisitos muy importantes: 1) estar
libre de contaminacién por micoplasmas y, 2) favorecer el crecimiento de las
células de manera Sptima.

El suero de caballo usado fué obtenido directamente del Instituto Na -
cional de Higiene, SSA. Se centrifugd, se esterilizd por filtracidn y se =
realizd la prueba de deteccidn de micoplasmas, resultando negativa. Poste-
riormente, se llevé a cabo la determinacidn del porcentaje &ptimo de suero -
fetal bovino-suero de caballo utilizado en el medio de cultivo que permitie-
ra un desarrollo dptimo de las cdlulas de mieloma Sp2/0, midiendo la veloci-
dad de crecimiento de éstas por medio de incorporacidén de timidina tritiada.
Los resultados del ensayo se muestran en la tabla # 3.

Como se puede observar, una concentracifn de 15 y 10% de una mezcla de
suero de caballo-suero fetal bovino (75:25) son lds que permitieron el creci
miento dptimo de las células. Por .el contrario, al utilizar inicamente sue-

ro de caballo, el crecimiento celular disminuyd un poco. No se probaron con
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FIGURA # 14: Titulacidn de los suercs de ratén inmunizados con Albl -
mina-LHRH por ELISA para la cuantificacidn de anticuerpos anti-LHRH, después

de la 4a inmunizacién. (e ) Suero normal de ratén.
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FIGURA # 15: Titulacidn de los sueros de ratdén inmunizados con Tiroglo-
gulina-LHRH por ELISA para la cuantificacidn de anticuerpos anti-LHRH, des-

pués de la 4a inmunizacién. { ) Suero normal de ratdn.
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% de Suero !Suero de{ Suero Fetal |Incorporacién de 3H-']‘imidina (cpm)
Final Caballo Bovino dia 1 dia 2 dia 3
10 100 0 8000£502 3154241080 10089113600
10 75 25 71484243 | 3295141400 11823842800
15 100 0 5766134 28491+1864 8793742037
15 75 25 7259411 3579542090 |125532+4500
15 100 0 8651302 130+125 332180

Control
sin c@lulas

Tabla # 3. Crecimiento de las células en funcidn de los sueros utili

zados, Los resultados son promedio de triplicados +D.S.

centraciones mayores de suero debido a su efecto téxico a altas concentracio
nes., No obstante, se eligid la concentracidn de 15% de la mezcla 75:25 de-
suero de caballo-suero fetal bovino para usarse posteriormente para el creci

miento de la linea de mieloma usada y para la obtencidn de los hibridomas.

5. MONTAJE DE LA CLONACION EN AGAR SEMISOLIDO

De una manera semejante al ensayo anterior, se optimizd una técnica de
clonacidén en agar semisbélido, probando agar de diversas marcas, asi como el-

porcentaje de suero requerido en cada una de &stas. Los pardmetros a probar

fueron:

1, Agar ) a) agar purificade (Merck)
b) agarosa (Sigma)
¢) agarosa {Bio-Rad)

2. Concentracisn a) capa inferior: 0.6% y 0.u45%
b) capa superior: 0.4% y 0.3%

3. Suero de caballo- a) 10% final

suero fetal bovino (75:25) b) 15% final

Los resultados de este ensayo se muestran en la tabla # 4. Se hizo la
prueba sembrando 10,000, 1,000 o 100 células de mieloma de la linea Sp2/0 -
por caja, para cada prueba, utilizando un total de 30 cajas de Petri., Des -

pués de 10 dias se revisaron las cajas y los resultados se evaluaron tomando
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AGAR % AGAR % SULRO |: CELULAS CLONAS TAMARU ﬁ?
(HFERIOR SUPERIOR { "EMBRADAS | OBSERVADAS
10,000 ~300 ++t
15 1,000 190 4+
100 KEN +t+
Merck [ 0.6 0.4 10,000 »300 et
10 1,000 190 +++
100 30 +t+
10,000 ND +
15 1,000 - -
Agarosa 100 - -
signa | ©'® 0.4 10,000 ) +
10 1,000 - -
100 - -
10,000 5300 .
15 1,000 278 +++
Agarosa ) 100 30 +++
Sigma 0.45 0'? 10,000 7300 +H+
10 1,000 107 +H
100 30 +t+
10,000 - -
15 1,000 - -
Agarosa| 100 - -
Bio-Rad| ©'® 0.4 10,000 - -
10 1,000 - -
100 - -
10,000 ND +
15 1,000 - -
Agaros% 100 - -
Bio-Rad O**° 0.3 10,000 - -
10 1,000 - -
100 - -

Tabla # 4. Optimizacidn del método de clonacién en medio semisdlido. -
Influencia del tipo de agar, la concentracidn de células y de suero.

ND: No determinado. El nfimero de clonas fué muy bajo a comparacidn de las

células sembradas. Tamafio:  +++ Grande + Pequefias.
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en cuenta el tamaflo de las clonas, asi como el nfinero.

EL agar de Merck (0.6% ~ 0.45%) y la agarosa de Sigma (.0u5% - 0.3%),-
ambos con un 15% de suero, fueron los que dieron resultados mas satisfacto -
rios. Las clonas crecidas en la agarosa de Bio-Rad presentaron un nimero y-
un tamafio disminuido, por lo que su uso posterior se descartd. Se eligid el
agar de Merck para usarlo en la clonacidn de los hibridomas que posteriormen

te se obtuvieron.

€. FUSION CELULAR Y CLONACION DE LOS HIBRIDOMAS

Se realizd la fusidn entre células de la linea de mieloma no producto-
ra de inmunoglobulinas Sp2/0Ag-14 (42) y cBlulas de bazo de ratones sensibi-
lizados a la LHRH. Como se menciond en puntos anteriores, se utilizaron los
bazos de los ratcnes que presentarcn un mayor titulo de anticuerpos contra -
cada uro de los conjugados usados. Ambus ratenes fueron de la cepa Balb/k.-
Se realizaron un total de 2 experimentos dc fusidn celular. En el primero -
de ellos se us6é la mitad de las cBlulas de bazo de cada ;atén y las c&lulas~
restantes se congelaron para llevar a cabo con ellas una segunda fusidn, de-
pendiendo de los resultados obtenidos en la primera.

En la literatura se reportd que el peso molecular del polietilenglicol
usado como agente fusionante, asi c¢uno su pureza, pueden influir en el nilime-
ro de hibridomas obtenidos (40,60). Por este motivo se probaron 2 tipos de-
PEG disponibles en nuestro laboratorio, uno de peso molecular 3,350 (Sigma)
y otro de peso molecular 4,000 (Merck).

Se fusionaron 5 x10% células de mieloma con 20 x108 células de bazo -
(relacién 1:4), sembrando después de la fusién 150,000 y 30,000 células de -
bazo por pozo en placas de poligutireno de 96 en el medio selectivo HAT. En
la segunda fusidn, se sembraron 50,000 células de bazo por pozo. En los dias
5, 6 y 7 posteriores a la fusibn se reemplazd la mitad del medio por medio -
fresco con el fin de eliminar por dilucidn los posibles anticuerpos que hu -
bieran podido aparecer en el medio de cultivo producides por linfocitos B no
fusionados que afin sobrevivieran.

Cuando hubo un buen crecimiento celular, aproximadamente 15 dias des -
pués de la fusidn, se llevd a cabo un ELISA para detectar aquellos pozos en-
los que hubiera presencia de anticuerpos anti-LHRH. Los resultados de este-
ELISA se muestran en la tabla # 5. Como se puede observar, la mayoria de -
los pozos presentaron una densidad éptica menor a 0.3, considerindose estos-

valores como ruido de fondo del ensayo y, por lo tanto, negativos, Conside-
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Inmundgeno  ALBUMINA-LHRH { TIROGLOBULINA-LHRI | TIROG.~LHRH
fel/pozo 150,000 | 30,000! 150,000 ! 30,000 50,000
0 - 0.1 511 503 550 ’ 538 1,147
0.1 - 0.2 59 70 23 29 -
0.2 - 0.3 6 3 1 7 -
0.3 - 0.4 - - 1 - 2 l
ua0, 0.7 -~ 0.8 - - - - 1%
0.8 - 0.9 - - - - 1
1.2 - 1.3 - - - 1% -
1.3 - 1.4 - - - - 1%
1.7 - 1.8 - - - 1% -
>2 - - 1% - -

Tabla ## 5. Valores de densidad dptica y nilmero de pozos en la detec--
cidn de los pozos con clonas secretoras de anticuerpos anti-LHRH. % Indica-
los pozos en los cuales, la presencia de anticuerpos anti-LHRH se confirmd-

por medio de un experimento de inhibicidn.

ramos como positivos aquellos pozos que presentaran una densidad dptica su -
perior a 0.3. Para identificar aquellos pozos que tuvieran anticuerpos espe
cificos comtra la LHRH se les realizd una prueba de inhibicifn, encontrando-
que (nicamente aguellos valores superiores a 0.7 podian ser considerados co-
mo positivos, aunque se puede observar que el pozo que presentd un valor de-
0.8-0.9 no contenia anticuerpos anti-LHRH.

Paralelamente a esto, se llevf a cabo la revisidn de todas las cajas -
para obtener el nlimero exacto de pozos con crecimiento. Asi, estos resulta-
dos, junto con los arriba mencionados fueron tratados de acuerdo a la distri

bucidn de Poisson:

en la cual:

P(n): porcentaje de pozos con n clonas
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m: promedio del niimero de clonas por pozo. Este valor se obtie-
ne experimentalmente desde el % de pozos donde no aparecen hibridomas, ya -
que:

PC0) = e y m= -1ln P(0)

Los resultados asi evaluados se observan en la tabla ¥ 6.

Se puede observar que el nfmero de clonas por pozo es aproximadamente-
proporcional al nfimero de células sembradas. Asi, al sembrar 150,000 célu -
las/pozo se obtuvo un promedio entre 1.1 y 1.8 clonas/pozo y al sembrar -
30,000 cé&lulas, el promedio varid de 0.22 a 0.44 clonas/pozo. Para poder -
comparar estos resultados en funcién de la eficiencia de fusidn, se corrigie
ron los valores a ntmero de clonas por cada 108 células de bazo. Podemos -
observar que la eficiencia de fusidn fu& muy parecida en la primera fusién,-
independientemente del conjugado utilizado para la inmunizacidn, y habiendo-
una variacién en el nfmero de clonas fusionadas/108 células de bazo de 5.6 a
12, Sin embargo, estas variaciones no son significativas, ya que se encuen-
tran dentro del error experimental. En la segunda fusidn de las c&lulas sen
sibilizadas con el gonjugado de tiroglobulina, la eficiencia de fusidn subid
ya que se obtuvo un valor de 26 hibridomas/10® linfocitos. Esto es de espe-
rarse, ya que la eficiencia entre experimentos de fusidn diferentes puede -
ser variable, ya que las células de mieloma podrian no encontrarse exacta -
mente en la misma fase de crecimiento. Ademds, en esta fusidn se utilizd un
medio mas enriquecido (RPMI 1640) para lavar las células y para diluir el -
polietilenglicol, lo cual podria haber influido en la eficiencia de fusidn.-
Por otra parte, los resultados obtenidos de acuerdo al tipo de PEG usado, no
demuestran una diferencia significativa.

Se detectaron un total de 5 pozos que contenlan células secretoras de
anticuerpos anti-LHRH. En la primera fusidn se detectaron 3, los cuales fue
ron derivados de las células de bazo inmunizadas con el conjugado de tiroglo
bulina y por esta razén se utilizaron Gnicamente estas c&lulas en la segunda
fusidén. Asi, podemos observar que el nfimero de pozos positivos fué muy si -
milar en ambas fusiones, siendo el nimero promedio de clonas secretoras de -
anticuerpo anti-LHRH por pozo muy bajo (0.002-0.0034) y el porcentaje de clo
nas secretoras de anticuerpo especifico fué bajo también (0.15-0.20%)., Pode
mos pensar que el nuimero de clonas sensibilizadas al hapteno es muy baja, ya
que afin con un buen nfimero de células hibridas obtenidas, el porcentaje de -

hibridomas secretores de anticuerpo especifico fué bajo. Por otra parte, va

65



99

Inmundgeno ALBUMINA-LHRH TIROGLOBULINA-LHRH (1a fus.) (2a fus.)
Cels. de Bazo/Pozo 150,000 30,000 150,000 30,000 50,000
Tipo de PEG IEHOOO PEG 3350|PEG 4000|PEG 3350 (PEG %4000 {PEG 3350 {PEG 4000{PEG 3350 - PEG 3350
# Pozos Sembrados 288 288 288 288 288 288 288 288 1176
# Pozos con Crecimiento 210 192 56 76 210 24y 47 ay 873
#f Clonas/Pozo
(Promedio) 1.3 1.1 0.22 0.31 1.3 1.8 0,17 0.4 1.3
P(0) 27 33 80 73 38 33 83 . 67 25
P(1) 35 36 17 22 35 29 14 26 35
P(>1) 38 31 3 5 27 38 3 7 4o
6
# Clonas/10 Células
de Bazo 8.6 ‘ 7.3 7.3 10.6 | B.6 12 5.6 10 26
# Pozos con Ac, - . . ' .
anti-LHRH observados 1 1 - 1 2 -
# Clonas especificas - - - - {0.0035 { 0.0035 - 0.0035 0.002
por Pozo
P%(0) - - - - 99.6 99.6 - 89,6 99.8
P%(1) - - - - 0.34 0.34 - 0.34 0.199
P¥(>1) - - - - 0,06 0.06 - 0.06 0.001
# Clopas Productoras/ ]
108 Cols. Bago - - - - | Lo0.023 0.023 - 0.116 0.04
% Clonas Secretoras de - - - - 0.26 0.19 -] 1.8 0.15
Ac. especifico

Tabla # 6. Resultados de los experimentos de fusién. P(0), P(1) y P(>1) representan los porcentajes de pozos con-
teniendo respectivamente 0, 1 y >1 clona (determinado seglin la dist. de Poizson). P#(0), P*(1) y P%(>1) representan los -

porcentajes conteniento respectivamente 0, 1 y >1 clona productora de anticuerpo anti-LHRH.



le la pena mencionar gue se dotectd un porcentaje mucho mas alto de pozos -
que contenian anticuerpos contra la proteina acarreadora correspondiente (da
tos no presentados).

Ahora bien, de'0.40% de los pozos que contienen anticuerpos anti-LHRH,
el 0.34% (85%) contieénen una sola clona productora y el 0.06% (15%) contie -
nen mas de 1 clona productora, lo que nos indica que la probabilidad que ha-
ya mas de 1 clona productora en los 3 pozos positivos de la primera fusidn -
es baja. En el caso de la segunda fusidn, solamente 0.20% de los pozos fue-
ron positivos, y esta probabilidad es todavia mas baja.

Si nos referimos a las clonas totales, independientemente de la produc
cidn de anticuerpo especifico, opservamos que en el caso de los pozos sembra
dos con 150,000 c&lulas en la primera fusién, y en el caso de la segunda tam
bi&n, dentro del 62-67% de los pozos que contienen hibridomas, aproximadamen
te la mitad contienen mas de una clona. En consecuencia, hay una probabili-
dad de *50% de que los pozos con clonas productoras de anticuerpos anti-LHRH
contengan tambi&n otra clona no especifica. Por esta razbn, se necesita lle
var a cabo una clonacidn, para poder separar la clona productora del anti -
cuerpc deseado de las demés. v

Los pozos que contenian células productoras de anticuerpo anti-LHRH -
fueron expandidas y sometidas a clonacidn en medio semis6lido. Lamentable -
mente, en este paso, una de las clonas obtenidas en la primera fusidn se per
did por problemas de contaminacién; no obstante, las otras 2 clonas se deno-
minaron BKL 1 y BKL2 y las 2 obtenidas en la segunda fusidn BKL 5 y BKL 6,

Se revelaron las clonas productoras de IgG de ratdén in situ por medio-
de un segundo anticuerpo (conejo anti-ratdn), observéndose las clomas positi
vas como se muestra en la figura # 16a., Por medic de este ensayo, se detec-
tan Gnicamente las clonas productoras de inmunoglobulina de ratén, sin cono-
cer su especificidad, por lo cual, las clonas aisladas se someten a una prue
ba de ELISA. La clona BKL 1 presentd un alto porcentaje de subclonas positi
vas a la deteccién de la inmunoglobulina y posteriormente confirmadas como -
anticuerpos anti-LHRH, mientras que la clona BKL 2 presentd un alto porcenta
de c@lulas positivas la primera vez, pero una baja proporcién de &stas fueron
especificas para LHRH. Las subclonas productoras del anticuerpo deseado se-
expandieron y de &stas, las que presentaron el crecimiento mas répido y la -
mayor preoduccidn de anticuerpo fueron inyectadas en ratones F1 (Balb/c % - -
Balb/k) para la obtencién de liquido ascitico, y fueron sometidas a una se -
gunda clonacitn, en la cual, un alto porcentaje de las clonas fueron anti-
LHRH, ya que en la primera clonacién ya se habian seleccionado. De esta ma-

nera se demostrd que ambas clonas eran estables para la produccidn del anti-
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EIGURA f 16a

o

JIGURA # 16b

FIGURA # 16: Clonacidn de hibridomas productores de anticuerpos anti-
LHRH. a) Deteccién de clonas productoras de inmunoglobulina de ratén in -
situ con un segundo anticuerpo (conejo anti-ratén). Las clonas positivas-
se observan con un halo de precipitacidén alrededor de ella. b) Deteccién-
de clonas productoras de anticuerpos anti-LHRH in situ, Las manchas indi-

can la presencia de anticuerpos especificos y permiten la localizacidn de-
lag clonas.
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cuerpo,

Las clonas BKL 5 y BKL 6 fueron sometidas de igual maneri a una clona-
cidn en medio semisdlido. Debido a que la deteccibén de anticuerpos se hace-
por medio de un segundo anticuerpo, no se detectan Gnicamente las clonas pro
ductoras de anticuerpos anti-LHRH, sino todas las clonas productoras de inmu
noglobulina de ratén. Por esto, se decidid montar una prueba de deteccidn -
de anticuerpos especificos, la cual se describe en la seccidn de Material y-
Métodos. La figura # 16b muestra el papel de nitrocelulosa después de haber
sido revelado con el sustrato cromogénico el cual permite la localizacidn de
las clonas productoras de anticuerpo anti-LHRH., La clona BKL 6 did lugar a-
un bajo porcentaje de células productoras del anticuerpo deseado, pero se au
mentd al realizar la segunda clonacidén. La clona BKL 5 presentd un alto por
centaje en la primera clonacidn, el cual aumentd en la segunda. Ambas clonas
se inyectaron en ratones para obtener liquido ascitico con una alta concentra
cién de anticuerpos. De igual manera todas las clonas se crecieron en medio
de cultivo, el cual fué separado de las cé&lulas para la obtencidn de anti -~

cuerpo.

7. CARACTERIZACION DE LOS ANTICULRPOS MONOCLONALES

7.1 CARACTERIZACION DE LOS LIQUIDOS ASCITICOS

Tanto los liquidos asciticos como los medios de cultivo con anticuer -
pos fueron titulades por ELISA, con el fin de poder comparar su concentracidn.
Como se puede observar en la figura # 17, que muestra la titulacidén de uno -
de los anticuerpos, el titulo de los liquidos asciticos es muy superior a -
los obtenidos por los sobrenadantes de cultivo, ya que el titulo de los pri-
meros va de 10% a 5 x10% y de los sbbrenadantes de 3 x10% a 103,

Por otro lado, se montd una electroforesis en gel de acrilamida con el
fin de poder detectar los anticuerpos monoclonales en liquido ascitico y po-
der compararlos de acuerdo a su concentracién. En un principio se usé un -
sistema que ccnsistid en un gel separador de pH 8.9 y un gel concentrador de
pH 7.2 (61) pero la separacidén de proteinas no fué suficiente para distinguir
los anticuerpos monoclonales, como se puede observar en la figura # 18, por-
lo que se modificé el pH del gel concentrador a 8.2 sin obtenerse un mejor -
resultado. Posteriormente, se probd un gel a pH 8.9 sin gel concentrador y
se logrd una mejor separacién de las proteinas (figura # 19), observéndose -

que los anticuerpos monoclonales migraron en la zona correspondiente a las -
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quido ascitico de ratones inoculados con la clona BKL 2.
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FIGURA #18: Electroforesis en gel de acrilamida (7.5%) de liquidos

asciticos con anticuerpos anti-LHRH. Gel concentrador: pH 7.2; gel sepa-

rador: pH 8.9.
Carriles 1-3: Liquido ascitico de la linea de mieloma X63. (1, 2 y 4 ul)
Carriles 4-6: Liquido ascitico de la clona BKL 1. "
Carriles 7-9: Tliquido ascitico de la clona BKL 2. "
Carril 10: Medio de cultivo con anticuerpos anti-LHRH de la clona

BKL 1.
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FIGURA # 19a: Flectroforesis en gel de acrilamida (7.5%) pH 8.9 de algunos liquidos

asciticos, Carriles f# 1~5: BKL 1. Carriles # 6-10: BKL 2.
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FIGURA # 19¢

FIGURAS # 19b y 19¢c: Electroforesis en gel de acrilamida (7.5%) -
pH 8.9 de los liquidos asciticos. b) Carriles # 1-12: BKL §. Carriles #
13-15: BKL 1. ¢) Carriles # 1~13: BKL 6. Carriles # 14 y 15: BKL 1.
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IgG de ratdn. El con: - ¢ ...rativo usado en el ensayo fu@ liquido ascitico -
de ratdn producide por ~ iinea de mieloma X63, no productora de inmunoglobu
ilina, y se puede observar que no presentd banda alguna en la regién de las -
IgG de ratdn. Lste sistema de electroforesis permitid detectar las muestras
de liquido ascitico que contuvieran una gran cantidad de anticuerpo de una -
manera fdcil y r&@pida, ya que se pudieron observar diferencias notables en -
la concentracidn de anticuerpo cntre diferentes liquidos asciticos de un -
mismo anticuerpo. Ademds, se encontrd una correlacién directa entre la in -
" tensidad de las bandas y los titulos presentados por ELISA (datos no presen-
tados).

Por otro lado, se puede observar que este sistema de electroforesis -
no permitid observar diferencia alguna de movilidad electroforética entre -

los cuatro anticuerpos,
7.2  DETERMINACION DE LA CLASE

Se determind la clase de inmunoglobulina a la cual pertenecen los 4 an
ticuerpos por un ensayo de inmunodifusidn utilizando sueros comerciales de -
conejo anti-ratdn especificos de clase. Esta prueba demostrd que los 4 anti

cuerpos pertenecen a la clase IgGl, como se observa en la figura # 20,

7.3  DETERMINACION DE LOS EPITOPOS DE LA LHRH
RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

Con el fin de poder caracterizar el determinante antigénico de la molé
cula de LHRH reconocido por los anticuerpos monoclonales obtenidos se reali-
zaron ensayos de competencia utilizando péptidos correspondientes a diversas

partes de la molécula de LHRH. Los péptidos usados fueron los siguientes:

LHRH piroGlu—His-Tz‘p-Sep—Tyr-Gly~Leu-Arg-Pro-Gly-NH2

7-10 LHRH F i

- 4-10 LHRH t i

4-6 LHRH ey
143 LHRH |

LHRH~OH k —~OH
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FIGURA # 20: Determinacién de la clase de los anticuerpos mcnoclona-

leg por inmunodifusién. Los pozos # 1, 2, 3, 4 contienen medio de cultivo
concentrado con los anticuerpos BKL 1, 2, 5 y 6 respectivamente. DPozo # 5:
suero normal de ratdén. Pozo # 6: suero de caballo. Los pozos centrales con

tienen los sueros: A) anti IgG. B) anti—IgGl. C) anti-Ing. D) anti—IgG2a
E) antilgG F) anti-IgA. G) anti~IgM.
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Estos péptidos (UCB bioproducts, Bélgica) fueron cuantificados por and
lisis de aminodcidos y su pureza fué checada por cromatografia en capa fina.

En un principic se realizaron los ensayos de competencia utilizando so
brenadantes de medio de cultivo por la te€nica de ELISA debido a su senci -
llez y a la faciiidad de manejar un gran nlmerc de muestras. Los resultados
de estos ensayos se muestran en las figuras # 21 y 22. Sin embargo, se obser
varon en el ensayo variaciones signiticativas en las unidades de absorbancia
de un mismo control en diferentes placas y al tratar de reproducir los ensa-
yos, encontramos diferencias en la mayoria de las curvas de inhibicidn. Es-
to se explicd por el hecho de que el grado de acoplamiento del antigeno en -
una placa podria ser diferente al presentado en otra. Esto podria implicar
cierta variabilidad en los grados de inhibicidn causadas por los diversos -
péptidos hacia un mismo antigeno en diferentees experimentos y, de hecho, fué
lo que se observd. Se ha reportado en la literatura cierto grado de despren
dimiento del antigeno de la fase sdlida, el cual es variable entre placas de
poliestireno diferentes (62) por lo que es probable que esto haya tambi&n -
contribuido a obtener estos resultados. Por lo tanto, este ensayo no pudo -
ser usado de manera cuantitativa, pero interpretado cualftativamente se pudo
observar que la parte 4-10 de la hormona era la reconocida por los anticuer-
pos y en un menor grado, la parte 1-3. Estos ensayos también nos indicaron-
que los anticuerpos si podian reconocer LHRH-I!25, ya que la moldcula de -
1125 se encuentra en el aminodcido # 5§, el cual no es necesario para el reco

-nocimiento de los anticuerpos.

Para obtener resultados cuantitativamente mas exactos se usd el radio-
inmunoensayo para la caracterizacidn de los anticuerpos, ya que es una t&cni
ca estandarizada y con una alta sensibilidad.

En primer lugar, se obtuvo la hormona marcada radiocactivamente con -~
1125 por el método de la cloramina T. La hormona marcada se purificd en una

columna de exclusidn molecular, obtenigndose principalmente hormona con un -
solo dtomo de Il25, segfin las caracferisticas de elucidn presentadas y de a-
cuerdo a lo reportado en la literatura (63). Posteriormente se determind la
inmunorreactividad de la hormona marcada por reaccidn con un gran exceso de-
un anticuerpo policlonal, encontrindose un 80% de inmunorreactividad.

Los anticuerpos monoglonales presenten.en el medio de cultivo de las 4
clonas se titularon para obtener la dilucibn que presentara la mitad del por
centaje de unidn con la hormona marcada y en-este mismo ensayo, se determind
la inmunorreactividad de esta (iltima con los.anticuerpos monoclonales, obte-
niéndose un 70%. Posteriormente, se realizaron los ensayos de competencia -

con los péptidos mencionados con anterioridad y las gr&ficas resultantes se-
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FIGURA f 21: Ensayo de competencia por ELISA. Se probd la inhibicién
producida por LHRH, 4-10 LHRH, 7-10 LHRH, 1-3 LERH, 4-6 LHRH 'y LHRH-OH so-
bre la fijacién de los anticuerpos a la fase s6lida cubierta con Polilisi-
na-LHRH. Grdfica superior: Anticuerpo BKL 1 (dilucidn final 1:500).
Grafica inferior: Anticuerpo BKL 2 (dilucidén final 1:2,000).
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FIGURA # 22: Ensayo de competencia por ELISA. Se probd la inhibi-
cién producida por LHRH, 4-10 LHRH, 7-10 LHRH, 1-3 LHRH, 4-6 LHRH y LHRH-
OH sobre la fijacidn de los anticuerpos a la fase s6lida cubierta con -
Polilisina~LHRH, Grédfica superior: Anticuerpo BKL 5 (dilucidn final
1:200). Grafica inferior: Anticuerpo BKL 6 (dilucidn final 1:500).
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FIGURA ' 23: Ensayo de competencia por RIA. Se determind la inhibi-
cién producida por LHRH, 4-10 LHRH, 7-10 LHRH, 1-3 LHRH, 4-6 LKRH, LHRH-OH-
TRH y Glicinamida sobre la unidn de LHRH-1125 a los anticuerpos menoclo -
nales. Gridfica superior: anticuerpo BKL 1 (dilucién final 1:500). Gra-
fica inferior: anticuerpo BKL 2 (dilucidn final 1:2,000).
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FIGURA # 24: Ensayo de competencia por RIA. Se determiné la inhi-
bicidn producida por LHRH, 4-10 LHRH, 7-10 LHRH, 1-3 LHRH, 4-6 LHRH, LHRH-
OH, IRH y Glicinamida sobre 1la unidn de LIRH-I125 a los anticuerpos mono-
clonales. Grafica superior: anticuerpo BKL 5 (dilucién final 1:200), -
Grafica inferior: anticuerpo BKL 6 {dilucién final 1:500).
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demuestran en las figuras ¥ 23 y 24. Podemos observar que el péptido 4-10 -
muestra una alta competencia con la hormona marcada para los 4 anticuerpos y
de una manera semejante, pero en menor grado, el péptido 7-10. Al usar el -
péptido deamidado, LHRH-UH cuya Gnica diferencia con la LHRH radica en la -
sustitucién de la funcidén amida por la funcidn carboxi las curvas de inhibi-
cidn se muestran muy afectzdas, ya que se requieren concentraciones excesiva
mente grandes del péptide para inhibir,

Esto nos indica que los anticuerpos se encuentran dirigidos hacia la -
parte carboxiterminal de la molécula de LHRH, Sin embargo, al usar glicina-
mida, o TRH (piroGlu—His—Fro—NHQ) como competidores, no son capaces de inhi-
bir la unidn., Por otro lado, el péptido 1-3 presentd una inhibicidn a con -
centraciones muy grandes. El péptido 4-6 no pudo provocar inhibicidn, a e -
xcepcidn del anticuerpo BKL 2 pero de manera no significativa.

Asi, las grdficas de inhibicidn obtenidas demuestran que los 4 anti -
cuerpos monoclonales sen izuales en cuanto al determinante antigénico reco -
nocido, sin embargo, existen diferencias en el grado de reconocimiento hacia
el antigeno y hacia otros péptidos, por lo cual, de las graficas obtenidas -
se determinaron las concentraciones necesarias de cada péptido para obtener-
un 50% de inhibicidén de la unidn con la hormona marcado, lo cual se observa-

en la tabla # 7.

PEPTIDOS BKL 1 BKL, 2 BKL 5 BKL 6
LHRH 5 10729 | 2.25 x1072% 25 %1070 | 4.5 x107%0
-5 -9 -9 -9
4-10 LHRH | 3.74 x10 1.06 x10 17 %10 4.8 %10
7-10 LHRH | 12 x107% g x10°8 | 71 x1078 11 x10°8
-5 -5 -5 -5
1~3 LHRH 8.8 x10 5.04 x107° |>>25 x10 15,9 x10
LHRH-OH 45 x107° 25 %1070 2.2 x10™> 45 %107
" -4 -y -
4= LHRH | >>2.5 %10 552.5 %10 | »>2.5 x10 |>>2.5 %10
Tabla # 7: Concentraciones de los competidores necesarias para provo
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8i bien los 4 anticuerpos presentan diferentes valores, Ios diferencias
no son significativas entre los anticuerpos 1, 2 y 6 ya que al repetir los -
experimentos encontramos que se encuentran dentro de los limites del error -
experimental. Los 3 anticuerpos presentan valores muy similares para todos-
los péptidos, los cuales son diferentes para el anticuerpo BKL5. Para éste,
se requieren concentraciones 10 veces mayores para la LHRH y los péptidos -
4-10 y 7-10 para obtener el mismo grado de inhibicién, lo cual nos indica -
que su afinidad hacia la LHRH es menor a la presentada por los otros 3 anti-
cuerpos. De esta manera, podemos decir que el anticuerpo BKLS es diferente-
a los otros 3.

El porcentaje de reactividad cruzada hacia los diferentes péptidos usa
dos se muestra en la tabla # 8. Podemos observar que {inicamente el péptido-

4-10 presenta un porcentaje de reaccidn cruzada alta (10-20%).

PEPTIDOS BKL 1 BKL 2 BKL 5 BKL 6
4-10 LHRH 13.3 21.2 .7 9.3

7-10 LHRH o1 x10 | 2.5 x107t | 3w w07t | xa07d
1-3  LHRH 5.6 x107™" | w.h x107* | <<20™ 2.8 x107"
LHRH-OH 1.1 x107% | g x107 1.1 x1072 1073

4-6 LHRH <2 x107% <<o x1077 | <<10™®  |<<t.8 x107°

Tabla # 8. Reaccidn cruzada de los anticuerpos monoclonales con dife
rentes fragamentos de la BHRH, La reaccidn cruzada se define como el co--

ciente _: JLHRH] o 100 , en donde [LHRH] y (Inhibidor] son las concentraciones

[irhibidor)
respectivas de LHRH y de los inhibidores necesarias para provocar 50% de inhi
bicidn en la unidn de LHRH—IJ‘Q5 al anticuerpo.

7.4  ELECTROFOCALIZACION

Para obtener una prueba mas de laidentidad entre los anticuerpos 1, 2-
y 6 y de la no identidad de &stos con el anticuerpo BKL 5, se llevé a caho -
una electrofocalizacibén de éstos. Esto implicaba el uso de anticuerpos puri

ficados, lo cual se 1llevd a cabo por precipitacién de los anticuerpos presen
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tes en las muestras de liquido ascitico y su posterior purificacidn en una -
columna de intercambio idnico. EL perfil de rlucidr de la columna se mues -
tra en la figura # 25, en el cual, el antiruerpo eluye como un primer pico -
después de comenzar a aplicar el gradiente «c NaCl., La figura # 26 muestra-
una electroforesis en gel de acrilamida de los 4 anticuerpos ya purificados,
en la cual se observa un alto grado de pureza, pero ninguna diferencia de mo
vilidad electroforética entre ellos.

Posteriormente se 1llevd a cabo la electrofocalizacidn y los resultados
se observan en la figura # 27. Podemos observar que los anticuerpos BKL 1,-
2 y 6 presentaron un pl igual y el anticuerpo BKL 5 presentd un pi ligeramen
te mayor, De esta manera se confirmé que el anticuerpo BKL 5 es diferente -
a los otros, los cuales parecen idénticos, confirmando los resultados de los

ensayos de competencia con fragmentos de la molécula de LHRH.
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PIGURA # 25: Perfil de elucidn de la purificacisn del anticuerpo BKL 2 por cromatoprafia -
de intercambio i6nico en una columna de DEAL-Celulosa. Fl anticuerpo se aplicé a 1la columna equilibra

da on Tric 20 mM + NaCl 20 mM a pH 7.8, y se eluyd con un gradiente de NaCl 90-400 mM. I flujo de ia
columna fu@ de 1-2 volfimenes de columna/hora durante 10 horas.
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FIGURA # 26
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FIGURA # 27

FIGURA # 26: Electroforesis en gel de acrilamida (7.5%) de los 4 -
anticuerpos monoclonales después de haber sido purificados por cromatogra-
fia de intercambio idnico. Carril # 1: BKL 1. Carril # 2: BKL 2. Ca-
rril # 3: BKL 5. Carril # 4: BKL 6.

FIGURA # 27: Electrofocalizacibn analitica en capa fina de gel de -
poliacrilamida (6.6%) pH 3-10, Carril # 1: BKL 1. Carril # 2: BKL 2.
Carril # 2: BKL 5. Carril f 4: BKL 6.
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v. DISCUSICN DE RESULTADOS
Y CONCLUSIONES

1. PRODUCCION DE HIBRIDOMAS

La obtencidn de clonas de hibridomas productoras de anticuerpos mono -
clonales hacia un antigeno deseado es dependiente del nimero de linfocitos -
sensibilizados en el bazo del animal utilizado. Mientras &ste nimerc sea -
mayor, la probabilidad de obtener un hibridoma productor del anticuerpo de -
seado se incrementard, A su vez, el nlmero de linfocitos sensibilizados de-
pende de la respuesta inmune del animal hacia el antigeno particular, por lo
cual, se tratd de optimizar la respuesta inmune hacia  LHRE antes de comen-
zar los experimentos de fusidn, tomando en cuenta los diverses pardmetros que

influyen sobre ésta, como el tipe de antigenc (peso molecular, ser extralio -

0

.28 cardc-

al animal), su medo de presentaciln, el esquema de inmunizacién y 1}
teristicas genéticas del animal.

Para 1la obtencién de anticuerpos monoclonales contra la LHRK, el pri -
mer paso fué la conjugacidn de ésta a proteinas acarreadoras. Esto se hizo-
detido a su bajo reso molecular v para que pudiera ser reconocida por los a-
rimales como antigeno, ya que esta hormona se encuentra presente en ectos a-
nimales. Se usaron 2 proteinas acarreadoras, la alblmina s@rica bovina y la
tiroglebulina, con el fin de comparar la respuesta de los animales y ccn el-
mismo objetivo, se usaron 3 diferentes cepas de ratones.

Los conjugados utilizados provocaron diversas respuestas inmunes. Asi,
el conjugado con tircglobulina provocd una respuesta bastante homogénea en -
tre las 3 cepas utilizadas y entre los diferentes ratones de una misma cega,
a Jdifevencia del cenjugaede de altlmina, gue provecd une respuesta baja en la
mayoria de los ratones de las diferentes cepas, lo cual concuerda con lo re-
portado en la literatura (B4) y puede explicarse por el hecho de que la tiro
glebulina es una proteina con un peso molecular 10 veces mayor al de la alkG

mina y contiene un mayor nimero de moléculas de LHRH unida a ella. Aln cuan
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do el conjugado haya influido notablemente en la calidad de la respuesta in-
mune, el esquema de inmunizacién lo hizo igualmente ya que la hiperinmuniza-
cidn permitidé una mejor estimulacidén de las células.

El porcentaje de hibridemas secretores de anticuerpos anti-LHRH fué -
bajo (0.2%). Estos resultados eran esperados puesto que el antigeno usado-
es un hapteno y la respuesta inmune obtenida es menor a la que se puede ob-
tener hacia un antigeno grande ccmo una proteina o una célula. Las c@lulas
de baze sensibilizadas con el conjugado de alblimina no dieron lugar a hibri
doma productor alguno y las & clonas productoras de anticuerpos monoclona -
les obtenidas fueron derivadas de células de bazo sensibilizadas con el con
jugado de tiroglobulina, lo cual nos indica que hubo una mayor cantidad de-
cédlulas sensibilizadas presentes en el bazo, alin cuando los 2 ratones utili
zados presentaron un alto titulo de anticuerpes en ELISA. La finica diferen
cia entre amtos consistiZ en la heterogeneidad de la respuesta inmune de -
los ratones inoculados con el conjugado de alb@imina frente a la buena res -
puesta que presentaron los ratones inoculados con tiroglobulina.

En la fusidn celular realizada se probaron 2 tipos{de PEG. En nuestro
trabajo, usamos un PEG de peso molecular 4,000 y uno de 3,350, los cuales no
mostraron diferencias significativas en el porcentaje de hibridomas produci-
dos.

De una manera similar, se probd la influencia de la utilizacién de cé-
lulas sensibilizadas congeladas sobre el rendimiento de hibridomas, no encon
trdndose diferencia alguna, ya que se obtuvo un porcentaje muy semejante al-
utilizar c@lulas de bazo recién cobtenidas. Estos resultados son importantes
ya que en un futuro, al tratar de realizar experimentos de fusidén, se puede-
llevar a cabo una pequefia fusidn con una parte de las cgélulas, y en base a -
los resultados obtenidos se procederia a fusionar o no las células congelacas
posteriormente, ya que de esta manera se ahorraria tiempo, trabajo y mate -

rial.

2, CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS

El uso de anticuerpos dirigidos contra la LHRH es de gran importancia dentro
del campo de la neuroendocrinologia, ya que a través de éstos es como se ha-
podido estudiar a esta hormona, ya sea para conocer su localizacidn por in ~
munocitoquimica, para detectarla en diversos tejidos o para estudiar su bio-
sintesis. [Iesde el descubrimiento de su secuencia, se han obtenido y carac-
terizado una gran cantidad de sueros anti-LHRH (57,64,65,66,67) pero el ser-

de origen policlonal lleva ciertos riesgos de reactividad cruzada con una -~
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gran variedad de péptidos o andlogos de la hormona.

Los ensayos de competencia llevados a cabo por la técnica de radioinmu
noensayo demostraron que los 4 anticuerpos se encuentra dirigidos hacia la -
parte carboxiterminal de la molécula, ya que el péptido 4-10 presentd una -
alta inhibicidn y, en un menor grado, el péptido 7-10. EI residuo glicinami
da es escencial para el reconocimiento de los anticuerpos, ya que al usar el
péptido LHRH-OH, el porcentaje de reaccidn cruzada se ve disminuido notable
mente, sin embargo, ni el aminodcido glicinamida por si solo ni la hormona -
TRH, cuyo Gltimo aminodcido es prolinamida, provocaron inhibicién. Parece -
que el residuo glicinamida necesita formar parte de la LHRH y adoptar cierta
conformacién para ser reconocido. El hecho de que el péptido 1-3 sea capaz-
de provocar una ligera inhibicidn y de que el residuo 4-10 provoque una inhi
bicidn un poco menor que la observada con la LHRH, nos indica que en realidad
los anticuerpos requieren de ambos extremos para reconocer de manera &Sptima-
la hormona. Se ha propuesto que la estructura tridimensional mas estable de
la molécula de LHRH en solucidn es aquella en la que sus extremos carboxi y
amino terminales se encuentran en gran proximidad, adoptando una conforma -
cidn semejante a una herradura, como se puede observar en la figura # 28 -
(68).

Ahora bien, como anteriormente se menciond, se han descrito un gran nil
mero de sueros policlonales contra la hormona y la mayoria de ellos han sido
perfectamente caracterizados. En estos estudios se ha visto que el sitio de
acoplamiento de la hormona a la proteina acarreadora usada para inmunizar in
fluye notablemente sobre la especificidad de los anticuerpos obtenidos, obte
niéndose la respuesta dirigida hacia la parte mas distal. Al conjugar en la
parte carboxiterminal, los anticuerpos se dirigen principalmente hacia la -
parte amino terminal y viceversa (67), por lo cual nosotros esperdbamos, al-
conjugarla en el aminodcido #5 una respuesta hacia los extremos. No obstan-
te, en el caso de los anticuerpos policlonales descritos, aunque se observa
que la mayoria de los péptidos que presentan una alta reaccidn cruzada for-
man parte de una regidn especifica de la hormona, se observan reacciones -
cruzadas menores con péptidos que constituyen una regidn diferente de la hor
mona. Esto es de esperarse, ya que son sueros policlonales, constituidos -
por una gran variedad de anticuerpos.

Si bien los anticuerpos monoclonales son homogéneos, su especificidad
es relativa. Podemos observar que los obtenidos por nosotros tienen cierto-
grado de reaccidn cruzada con algunos péptidos. Esto es de suma importancia
al tratar de usarlos en la deteccidn de la hormona en extractos hipotaldmi -

cos. Aun cuando no se sabe a ciencia cierta como se lleva a cabo la degrada
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Conformaciones energéticamente mas estables de la LHRE,
propuestas por Momany, F.A.

(68).

4o



cidn de la hormona, se ha visto in vitro, que ciertas enzimas presentes en -
el hipotdlamo rompen el enlace 5-6 de la molécula dando como resultade los -
péptidos 1-5 y 6~10 {€9,70). También se ha demostradc in vitro que la enzi-
ma convertidora de la anglotensina I (ACL) degrada a la hormona dando como -
resultade principalmente los péptidos 4-10y 1-3 (71). Si esto se lleva a -
cabo in vive y @éstos péptidos se encuentran presentes, los anticuerpos dardn
una reaccidn cruzada cen algunos de ellos, sobre todo el 4-10,

Se llevd a cabc una electrofocalizacidn de los anticuerpos ya purifi -
cades, [Irta co una téenica muy sensible gque permite distinguir 2 protvelnas-
que difieran entre 1 o 2 aminodcidos con cargas diferentes. Asl, observamos
que los anticuerpos BKL 1, 2 y & son iguales estructuralmente, o por lo ne -
nos, cargades de igual manera, ya que presentaron un punto de m’gracidn igual
mientras que el anticuerpo BKL 5 es ligeramente diferente, ya que presentd -
un pl un poco mayor. Por esto, pensamos que la diferencia debe ser entre 1-
o 2 aminodcidos.

Con el fin de conocer la cadena donde se encuentra la diferencia de -
cargas, el sipuiente paso seria realizar una separacidon en 2 dimensiones, &S
to es, separar primero los anticuerpos disociados en cadenas pesadas y lige-
ras per una electrofocalizacidn y posteriormente llevar a cabo una electrofc
resis en gel desnaturalizante en presencia de SDE, lo cual nos daria una ma-
yor informacidn sobre la diferencia de los anticuerpos., Para obtener una -
prueba absoluta de la identidad entre los anticuerpos 1, 2 y € y para conc -
cer la diferencia exacta con el anticuerpo 5 se necesitaria llevar a cabo la
secuenciacidn de las cadenas. Cualquiera que sea &sta, pensamos que la di -
ferencia del o de los amincicidos se encuentran en o muy cerca del sitio ac-
tivo del anticuerpo, ya que se ohserva afectado el reconocimiento hacia el -
antigeno.

Mientras este trabajo se estaba llevande a cabo aparecieron en la lite
ratura reportes de 2 grupos que obtuvieron anticuerpos monoclonales contra -
la LHRH (72,73). Los resultados reportados son muy similares a los obtenides
por nosostros en cuanto a especificidad de los anticuerpos se refiere; ambos
grupos reportan anticuerpes dirigides hacia la parte cavboxiterminal. o -
obstante, las diferencias radican tanto en la afinidad de los anticuerpos -
como en el nimero de clonas obtenidas. Knapp et al. (72) reportan 2 clonas-
productoras obtenidas de 2 experimentos de fusibn, los cuales secretan anti-
cuerpos idénticos con una afinidad menor a la obtenida por nesotres, ya que-
ellos reportan una concentracidn de 12.04 x107 10 W de LHRH para provocar un-
50% de inhibicidn de la unidn en radicinmuncensayo. Pensamos que ambos anti

cuerpos pudieron provenir de una misma c&lula fusionada, debido a que después
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de realizar la fusidén incubaron la mezcla por 4 dias, congelaron y después -
distribuyeron en los pozos de cultivo. Pensamos que este tiempo es suficien
te para que la cé&lula fusionada se expandiera y diera como resultado las 2-
clonas. Si bien nuestros anticuerpos son iguales, a excepcién del 5, éstos-
se originaron de células diferentes, pero probablemente derivadas de la mis-
ma clona de linfocitoes.

El otro grupo (73) que reportd la obtencidn de anticuerpos monoclona -
les hacia la hormona reporta un anticuerpo cuya afinidad es 300 veces mayor-

a la obtenida con nuestros anticuerpos, pero la especificidad es semejante.

En conclusién, en este trabajo fué posible obtener 4 clonas producto -
ras de anticuerpos monoclonales contra LHRH, todos dirigidos hacia la parte
carboxiterminal de la mol&cula, Estos anticuerpos, utilizados en diferentes
técnicas inmunoquimicas como RIA, histoquimica, inmunoprecipitacidn de pro -
ductos de traduccidn in vitro, y oiras, permitirdn obtener una mayor informa

cién sobre la biosintesis, regulacién y funcidn de la LHRH.
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