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‘RESUMEN

La cooperatividad es un fenémeno que presentan
la mayorfa de las protefnas que llevan a cabo
reacciones de fijacién. Y se define come la ca
pacidad de estas moléculas de fijar mis de un
ligando ¢n forma dependiente lo cual redunda
en una modificacidn de la estructura y de los
valores energéticos de la proteina que puede
resultar o no en una modificacién ostensible
de su funcion.

llasta ahora los reportes sobre cooperatividad
han sido con anticuerpos heterogéneos, en don
de la prescencia de un brazo ascendente en los
trazos de Scatchard es sinfnimo dc cooperati-
vidad. Sin embargo, este fenbmeno ¢s conside
rado como producto de un artefacto experimental

por la comunidad cientifica.

Al utilizar un anticuerpo homogénco producto
de un hibridoma, de la clase G y ensayarlo

por apagamiento de la fluorescencia y diflisis
en cquilibrio se comprueba que 1la coopcrntiﬁi—
dad cxiste por la presencia de un brazo ascen-
dente en los trazos de Scatchard. Ademds al
compararse con un anticuerpo homogéneo de la
clase A, producto del micloma MOPC-315, el
cual no presenta brazo ascendente cn los tra-
zos de Scatchard, se confirma que el fenémeno
es inherentc a cada molécula de inmunoglobuli
na y que no es producto de la heterogencidad

inicial,
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INTRODUCCION

¢Existe Cooperatividad en la Reaccibn Antigeno-Anticuerpo?

E1l estudio del veconocimiento y unién entre protc{nus y otras
moléculas cs una mancra de conocer su funcidén a nivel molecu-
lar; del resultado de estos estudios sabemos como interaccio-
nan el grupo heme con la globina, el oxigeno con la hemoglobi-
na, algunos metales con ciertas enzimas, 1a opsina con la reti-
nina, aniones con albdmina sérica o con insulina, ciertos pig-
mentos con la lana, la insulina con otras moléculas de insuli-
na, algunas proteinas con 4cidos nucléicos, protcasas con pro-
teinas s6lo para mencionar algunos ejemplos ( 50 ). El estudio
de estas interacciones ticne un interéds muy particular porque
generalmente determina un efecto biolégico para la respiracién,
1a visién, la actividad enzimftica, etc. Una caracteristica de
las reacciones de fijacién que presentan enzimas, toxinas, anti
cuerpos, antibibticos, receptores de 'superficie y otros, es la
especificidad, que es la capacidad de estas moléculu; para inte
raccionar con un nlmero reducide de estructuras quimicas y no
con otra cualquiera, aunque existan semejanzas estructurales

{ 30 ).
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Cuando las proteinas interaccionan con sus ligandos, en su mayé
ria presentan efectos alostéricos y de cooperacién. La diferen
cia entre estos dos efectos es que en el primero existe una al-
teracién de la actividad quimica o biolégica debida a la unién

de una molécula distinta del ligande (Modulador) y en el segun-
do una facilitacidén de la funcién del sitio activo por la unién
del ligando a otro sitio idéntico localizado en la misma macro-

molécula, es decir el mismo ligando actla como modulador.

Se entiende por cooperatividad, at mccaﬁismo mediante el cual
a2l ser fijada una molécula(ligando) a otra molécula que posea
un sitio activo o de reconocimiento, se induce un cambio confor
macional ya sea intramolecular o intermolecular que hace que la
molécula fije con mayor afinidad otra moléeula de ligando. De
aqui, que un aumento en el ndmero de sitios actives puede ser
visto como cooperatividad, ya que significarfa que los sitios
que tienen baja o ninguna capacidad de unién pueden adquirirla
a medida que se lleva a cabo la reaccibn; esto es, su constﬁn-

te de afinidad puedec aumentar a un nivel detectable.

El caso de la hemoglobina es un cjemplo clisico donde la unién
del grupo heme con la primera y scgunda molécula de oxfgeno se
lleva a cabo con la misma afinidad, mientras que la unién con
la tercera y cuarta molécula de oxfgeno se realiza con mayor
afinidad. Lo cual hace pensar que la interaccién de una protei
na con mis de un ligando puede ser dependiente, ya que la unién

del primer ligando implica alguna modificucidén de la estructura
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y de los valores energéticos de la proteina que resulta o no en

una modificacifn ostensible de su funcién.

Una de las manifestaciones de 1a respuesta inmunc es la reac-
cién antigeno-anticuerpo, donde los anticuerpos séricos y de
las secreciones son poblaciones heterogéneas de moléculas capa-
ces de unirse no-covalentemente a un gran nimero de antigenos.
Los enlaces en las interacciones antigeno-anticucrpo son del ti
po de los puentes de hidrégeno, ia; interacciones hidré6fobas o
apolares, las i6nicas, las de vaq;der Waals, los factores csté-
ricos o las fuerzas estéricas repulsivas. Estas fucrzas compar
ten una propiedad comlin y es la de ser inversamente proporciona
les a la distancia entre los grupos que interaccionan. Se pos-
tula que cstas interacciones tiencn efectos sobre las propieda-
des de los anticuerpos que sc¢ ven asociadas con la generacién
de sefiales biol6gicas tales como la fijacién de complemento, 1la

degranulacibn de células cchadas, ctc.

De 1o anterior se deduce que la afinidad sea considerada como
la suma de las fuerzas, tanto de atraccién como de rcpulsibnm,
resultantes de la inferaccién antigeno-anticuerpo en cquilibrio,
Por lo tanto la afinidad sc considera como una medida termodind
wica de las fuerzas de atraccién antigeno-anticuerpo y sc expre
sa como 1a constante de equilibrio ( ch } en 1t/mol o como &G
( &Gt = -R’l‘ancq )} en Kcal/mol. De esta manera un hnticuerpo
de alta afinidad tendrd un AG® negativo. Por definicién se

considera a la cooperatividad como un aumento en lu constante
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de afinidad. Co.

Hasta 1a fecha en la reaccién antigeno-anticuerpo han predomina
do los reportes para efectos alostéricos, tales como la habili-
dad para disparar el sistema de complemento (2), la aparicién
de nuevos determinantes antigénicos (27), los cambios en las
propiedades de reactividad del fragmento Fc con receptores celu
lares (48), etc. Actualmente se considera que no cxisten inte
racciones cntre los sitios activos de los anticuerpos bivalen-
tes, las cuales producirian un aumento en la afinidad por el

hapteno monovalente o cn general por el antigeno polivalente.
8 I 8 I

Sin embargo, algunas cvidencias cxperimentales recientes, parc-
cen indicar que si puede haber cooperacibn entre los sitios ac
tivos del anticucrpo bivalente cuando reaccionan con haptenos
monovalentes, antigenos polivalentes o en el caso de sistemas

como el de hormonas esteroides (8,10,49 y 74).

Hasta ahora los cstudios que sc han hecho para investigar si-
existe cooperatividad cn 1a rcaccién antigeno-anticuerpo, han
sido desarrollados con anticuerpos heterogéneos, en los que se
demuestra cooperatividad por la presencia de un brazo ascenden
te en los trazos de Scatchard a valores bajos de ligando unido
(49) ( Anexo 1 ). Este brazo ascendente generalmente no se ob
serva debido a que en la literatura es costumbre quitar los pun
tos de 1los extremos (exceso de untituorpo y exceso de antige-
no) y sblo sc reportan los puntos intermedios que tienen una

tendencia clara a descender cn un Scatchard. Ademds, frecuen-



temente s¢ trabaja con concentraciones minimas de hapteno ,
que oscilan entre 1070 M y un méximo de 1073 M, que son muy al-
tas para poder detectar un brazo ascendente. Por otra parte,
este fenbmeno es poco aceptado en el fimbito cientifico, ya que

estf sujeto a mucha controversia,

Por todo lo anterior, se ha postulado que estec brazo ascendente
sin6nimo de cooperatividad, sea un artefacto experimentat. De

aquf que existan 7 posibles fuentes de artefacto que son:

1. Diferentes tiempos de cquilibrio pura diferentes con-
centraciones de ligando,

2. Recuperacidén variable de la marca radioactiva a dife-
rentes concentraciones de ligando.

3. Unibn no especifica de ligando a ¥ -globulinas.

4, Retencidn parcial del ligando después de difitisis ex-
tensiva de anticuerpos purificados por cromatografia
de afinidad que han sido elufdos con hapteno no radic
activo. El ligando retenido puede competir cfectiva-
mente con bajas concentraciones de ligando radioacti-
vo y producir un brazo ascendente.

5. Contaminacién radioactiva cn la preparacibén de DNP-1j
sina comercial,

6. Concentracién de los anticuérpos utilizados en el ex-
perimento. .

7. Polimerizacibén del ligando a concentraciones en las

cuales se detecta ¢l brazo ascendente (si el anticuer
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po tiene diferentes ‘constantes de afinidad pava 1i-

gandos monoméricos y polin&ricos).

De lo anterior se deduce que el fenémeno que se presenta en la
reaccibn antigeno-anticuerpo no es producto de un artefacto y

es demostrable con una poblacién heterogénea de anticuerpos.

La hipbtesis de trabajo presentada en esSta tesis es:
Si el fenémeno de cooperatividad se presenta en una
poblacibén heterogénea de anticuerpos, puede gue sca
producto de la heterogencidad per se o que existan
subpoblaciones de anticuerpos (homogéneas) que lo

presenten.

Para poder demostrarlo se¢ tuve que claborar un anticuerpo mono-
clonal, esto c¢s monoecspecifico (Anexo 2) con actividad anti-DNp
y de la ctase G para probarle por Apagamiento de la fluorescen-
cia y Didlisis en cquilibrio y asi comparar los rcsultados obte
nidos con los datos existentes para una poblacién hcterogéncé

y de esa manera apoyar el que la cooperatividad es un fenbmeno
inherente a cada molécula que la presente. Debido a que no to-
das 1las moléculas de anticuerpo lo presentan, aln tenicndo la
misma especificidad, como es cl caso de la protefna del micloma
MOPC-315 que produce un anticucrpo de la clase A con actividad
anti-DNP y que en esta tesis fué probado por Apagamicnto de la
fluorescencia ya que sirvié como una molécula patrbn con respec
to al anticuerpo monoclonal, debido a que no presenta el fenbme

no de cooperatividad.




MATERIALES Y METODOS

Animales. En 1los experimentos realtizados se utilizaron ratones
machos de la cepa BALB/c¢ con cdades entre 6 y 8 semanas, los
cuales se mantuvieron en el bioterio ¢n cajas de acricilo con ta
pa de rejilla metdlica, a una temperatura de 16 a 20°C y se ali-
mentaron con tabletas de purina (Purina de México, S, A., de C.V.)

y agua ad libitum.

Prcparﬂcién del inmunégeno 2,4-dinitrofcnol-hemocianina (XKLiI).

Para la inmunizacién de los ratones sec disolvieron 100 mg de car
bonato de potasio (KZCOB) en 5 ml de agua; a esta solucibn sc le
agregaron 100 mg de hemocianina (Keyhole limpet hemocyanin, Cal-
biochem, La Jolla, CA) (KLH). Por otro lado, se disolvieron

200 mg de 4cido 2,4-dinitrobencen sulfénico (Eastman Kodak, Roches
ter, N.Y.) (DNP) en § ml de agua destilada tibia y se¢ anadieron

a la solucibén anterior con agitacién constante durante 15 h en la
obscuridad y a temperatura ambiente. Después se dializé contra
agua destilada con un poco de K,Coq hasta obtcner un pil de 7 a
7.4. La concentracién de proteina se¢ determind por el método de
Lowry y col (37) y la concentracién de DNP por lectura de la den
sidad 6ptica (D.0.) a 363 nm en un espectrofotémetro (Helger and

Watts).
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Inmunizacién de los ratones con'DNP-KLH.

La inmunizacién de los ratones se efectud mediante tres dosis.
La primera con una concentracidn de 500 «4g de DNP-KLII cn 0.2 ml
de una mezcla de solucién salina isoténica (SSI) y adyuvante
completo de Freund (ACF) (Gibco, Gran Island Biological, N.Y.),
por via intraperitoncal (i.p.). Treinta dias después sc les
dié una segunda dosis de 500 44g de DNP-KLH en 0.2 ml de una mez
cla de S$SI y adyuvante incompleto de Freund (AIF) (Gibco) por
via i.p. . A los siguientes 30 dias sc les administrd la Glti-
ma dosis inmunizante por via intravenosa (i.v.), con una concen
tracién de 100 4g de DNP-KLIl en 0.2 ml de SSI estéril. Después
de 4 dias de la Gltima dosis se determind en el bazo de les ani
males inmunizados la presencia de células formadoras de anti-
cuerpe (CFA) mediante la técnica de hemélisis localizada en gel
(Jerne) (29). Estas Gltimas ademids fueron utilizadas para la
formacion de hibridomas por el método de Kéhler y Milstein (33),

modificado por Gefter y col. (23).
Medios de cultivo.

Para los experimentos se utilizaron medios de cultivo prepara-
dos de varias formas a partir del medio de Eagle modificado por
bDulbecco (MEMD) con L-glutamina y glucosa cn una concentracién

de 4.5 g/1t {Gibco), como sigue:

A) Medio de cultivo incompleto (MCL). El1 MEMD fué suple-
mentade con bicarbonato de sodio (NuHCOS) y N-2-hidro-

xietil piperazina 4cido N-2-ctanosulfénico (iEPES), para
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obtener una concentracién final de 0.24 M y 0.08 M respec
tivamente. E1 pH se ajust@ a 7.2-7.4 con NaOH o {iC1 0.2 M
y se esterilizb por filtracién en membrana Millipore de

0.22.4 , conservindose a 4°C para su uso posterior.

B) Medio de cultive completo (MMC). Cada 100 ml de medio

contenian:

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

- 1 ml de L-glutamina 200 mM (Gibco 100X)

- 1 ml de aminodcidos esenciales 10 mM (Gibco 100X)

- 1 ml de una mezcla de penicilina (100 Ui/ml} y estrepto
micina (100 g/ml)

- 15 ml de suero .fctal bovine (STFB) (Gibco) previamente
inactivado a 56°C durante 30 min

- 50 1 de una solucién de 2-mercaptoctanol (2-ME)

5 x 1077 ¥,

C) Medio de cultivo completo con hipoxantina, aminopterina

y timidina. (HAT)

El medio HAT se preparéd ailadiendo una wmezcla de hipoxantina-
timidina(HT)} y aminopterina 1X que se claboraron de la siguien
te manera: La hipoxantina {lidroxipurina, Sigma Chemical Co.
St. Louis, MD) a una concentracién de 10 x 10-2 M se disolvib
en NaOll IN y la timidina (Sigma) a una concentracién de 1.6 x
1073 ¥ en agua destilada. Se combinaron voldmenes de 100 ml
de cada una de 1las soluciones y se aforaron a 3006 ml. El pH

sc ajust6-a 9.5 y se esterilizé por filtracidén a través de
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membranas Millipore de 0.45 4 Eonservéndose a -20°C.

La aminopterina (écjdo’f61icb-4-amino, dcido glutéimico-4~aminop
terol) (Sigma) se preparé a una concentracién de 4 x 10~7 My
se disolvié con NaOH IN. E1 pht de 1a misma sc ajust§ a 7.5-
7.8 con fcido acético IN. Sc esterilizdé por filtracidn a tra-
vés de membranas Millipore de 0.45  y sc conservd protegida

de 1a luz a -20°C.

Solucién de B-Azaguanina.

La solucibn dc 8-Azaguanina (8-Aza)} (Z-amino-6-oxi-8-azapurina)
(Sigma) se preparé o una concentracibn final de 10-4 M, sc di-
solvid en bafio Marfa a 37°C por adicidn de NaGll IM. E1 pH se
ajust6 a 9.0 con fcido acftico IN. La esterilizacién sc hizo
por filtracién en membranas Millipore de D.224( y se conservd

a -20°C.

Preparacibn de polictilenglicol.

£l polietilenglicoel (PEG) de peso molecular 1000 (Sigma), se

fundibd y sc esterilizé en autoclave durante 30 min a 15 libras
de presién. Se mantuvo liquido en baiio Maria a 50°C y se mez-
c16 con un volumen igual de MCI. El PEG al 50% sc conscrvé a

-20°C.
Células tumorales.

Para la hibridizacién se usaron c6lulas de la linea tumoral

Sp2/0-Ag-14 desarrolladas por Schulman y col. (64). Esta 1li-
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nea no sintetiza cadenas de inmunoglobulina, es resistente a
20 g/ml de BLAza; sin embargo, muere en medio suplementado
con HAT. Las células tumorales se.conservaron a -70°C y antes
de su uso se descongelaron en bafio Marfa a 37°C, se resuspen-
dicron en MMC y sc mantuvieron duvantc 10 min a temperatura am
biente. Postériormente se lavaron por centrifugacién a 250 g
durante 25 min y se resuspendieron en MCC con 8-Aza, vurificéﬂ

dose su viabilidad con azul tripano al 0.4% (Gibco) (7).

Las células se distribuycron en alicuotas de 5 ml en botellas
de pléstico estériles de 30 m! (Falcon/division, Oxnard, CA) y
se incubaron a 37°C en atmésfera hlmeda y 5% de C0,. Cada dos
dias se cultivaron a una concentracidn de 5 x 104 ¢télulas/ml
en 5ml y 48 h antes de la fusién sc tomé | ml de la concentra

cién anterior y se 1levé a 10 ml.

Obtencién de linfocitos de ratén para la formaci6n del hibrido.

Para la produccién del hibrido se sacrificaron por dislocacién
cervical dos ratones inmunizados con DNP-KLH. Los bazos sec ob
tuvieron asépticamente, se colocaron cn una caja de Petri esté
ril de 60 x 15 mm (Falcon) que contenfa aproximadamente 10 ml
de MCI y se disgregaron con agujas de 25 x 16 mm. Estas célu-
las se transfirieron a un tubo de plfstico estéril de 12 ml
(Falcon) y se dejaron a 4°C durante 10 min. Posteriormente,
el sobrenadante se pasé a un tubo nucvo con el fin de eliminar
las partes gruesas del macerado. La suspensién celular se la-

vd por centrifugacidn a 175 g a 5°C durante 8 min. Con la fi
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nalidad de eliminar los eritrocitos presentes en la suspensién,
las cflulas se resusupendieron en 5 ml de un amortiguador de
TRIS con Nndcl 0.8%, pH 7.2 vy sc mantuvieron a 4°C durante 10
min. En seguida se lavaron con MCI a 175 g durante 8 min a
4°C. Finalmente se resuspendieron en MCC y se determiné el ni

mero de células viables.
Fusién.

Para la fusién de las células tumorales y los linfocitos de ra
tén, se mezclaron 107 células tumorales con JOE células de ba-
zo, s¢ centrifugaron a 175 g durante 10 min y se lavaron una

vez con MCC en las mismas condiciones. Al paquete celular re-
sultante se le adiciond 8.2 ml de PEG al 50% y se agitd suave-
mente durante 6 min; posteriormente la mezcla se centrifugd a
125 g durante 3 min a temperatura ambiente. E1 paquete celular
se dejé reposar durante 5 minr después se resuspendid en 5 ml de
MCI y se¢ centrifugd nucvamente a 175 g durantc 8 min. las célg
las sc resuspendicron en MMC & una concentracibn de 4 x 105 cé
lulas/ml y se distribuyeron cn placas de microcultive (Microtest
11, Falcon) con una pipeta de 5 nl (Falcon), colocando dos go-
tas en cada pozo. Las placas sc incubaron a 37°C, con atmdsfe-
ra hiimeda y 5% de €0,. A las 24 h de cultive se anadid una go-
ta de HAT 1X cada 48 h durante una semana y a la siguiente semy
na las células se alimentaron con una gota de MMC. ‘'Tres dfas

despubs sc examinaron los cultives en un microscopio invertido

para determinar Ja cxistencia de hibrides. los hibridos exis-
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tentes sc alimentaron cada 72 h con MCC y a los sobrenadantes

se les determiné actividad anti-DNP.

Técnicas de detecciédn de anticuerpos.

La actividad anti-DNP en los sobrenadantes dec los cultivos, se
determiné usando las técnicas de hemaglutinacién indirecta o
pasiva (HP) ¢ inhibicibén de 1a hemaglutinacibn con DNP-Ficoll
(IH). Para ¢l acoplamicento del TNP a los eritrocitos de carnc-
ro (EC) sc cmpled ¢l siguiente protocolo: Los EC obtenidos
asépticamente 3 dfas antes dec ser acoplados, sc conservaron a
4°C en solucibn estéril de Alsever (22)}. lLos EC se lavaron 3
veces por centrifugacién a 400 g durante 10 min con un amorti-
guador de barbital modificado (ABM) (22). Del paquete de EC se
tomé 1 ml y se afadi6é a un vaso con 7 ml de un amortiguador de
cacodilatos 0.28 M, pH 6.9 (56) cn cl gque previamente se disol-
vieron 25 mg de 4cido 2,4,6-trinotrobencénico sulfénico (INP)
(Eastman). La suspensibn se mantuvo en agitacién constante en
la obscuridad durante 10 min. Posteriormente, las células se
lavaron por centrifugacidn a 400 g durante 10 min con 35 ml de
ABM frio. Se dié una scgunda lavada en las mismas condiciones
pero con ABM que contenfa 22 mg de glicilglicina (Sigma) (39}.
Finalmente, se¢ lavaron a 400 g durante 10 min. El acoplamien-
to de los EC al TNP se probd con un antisucro anti-TNP obtenido
en borrego y previamente absorbide contra EC y descomplementado

durante 30 min a 56°C.
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Hemaglutinacidn indirecta.

In placas de hemaglutinacion (Dynatech Laboratories Alexandria
V.A.) sc agregaron 0.025 ml de cada sobrenadante de los culti-
vos hibridos y 0.025 ml de EC acoplados a TNP. Las placas se
incubaron a 37°C durante 60 min, se lavaron 3 veces por centri
fugacién a 50 g durante 3 min con ABM y u continuacién sc agre
garon 0.025 ml de suero anti-inmunoglobul ins de ratdn diluido
1:6, el cual habfa sido previamente inactivado durante 30 min
a 56°C y absorbido con EC en bafio de hiclo durante 60 min.

Las placas se incubaron a temperatura ambiente 15 h.

Inhibici6n de la hemaglutinacioén con DNP-Ficoll.

Para probar la especificidad de los sobrenadantes de los culti-
vos celulares, se traté de inhibir la reacci6n emplefdndose so-
luciones de DNP-Ficoll a concentraciones de 1000, 500,250, 125,
62.5, 31.25, 15.12 y 7.5643/ml. De estus soluciones se colo-
caron en una placa de hemaglutinacién voliimenes de 0.05 ml.' A
la vez, se ahadicron 0.05 ml de cada uno de los sobrenadantes
obtenidos de los cultivos celulares de células hibridas y 0.05
ml de EC acoplados a TNP. Las placas se incubaron a 37°C du-
rante 60 min y después sec agregaron 0.05 ml de suero anti-inmu
noglobulina de ratén diluido 1:6, que previamente habja sido
inactivado y absorbido. FinalmentcAlus placas se incubaron a

temperatura ambiente durante 15 h.

Ya probada la actividad anti-DNP de los sobrenadantes de las

ctélulas hibridas, éstas s¢ resuspendieron y ajustaron para clo
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narse.
Clonacién,

La clonacién se realizé por dos métodos: clonacién en agar blan
do y clonacién bajo consiciones de dilucidn limitante. Para la
clonacién en agar blando se prepard agar (Difco laboratories,
Detroit, Mich.) al 2.5% en umortiguador salino fosfatos (ASF)
0.15 M, con un pil de 7.2 (22), el cual sc esterilizd en auto-
clave durante 15 min a 15 libras de presibén y se mantuvo sin ge
lificar en bafiec Marfa a 44°C. Por otra parte, los hfbridos se
colectaron por centrifugacién y se prepararvon dos concentracio-
nesde células viables en MMC: 2.5 x 107 y 1.3 x 10° por ml que
se¢ mantuvieron en bafio de hielo. Se mezclaron vo]dmcpcs igua-
les de agar y MMC enriquecido con 40% de SFB y se equilibraron
en balo Maria a 44°C. De esta mezcla se distribuy6 1 wl en ca-
da pozo de una caja de cultivo de 24 pozos (Micro Well, Falcon)
y se dejé gelificar durante 10 min. Durante este tiempo se mez
claron 0.5 ml de cada una de las suspensiones celulares con 1
ml de agar-MMC 40% y se adicion6 0.6 ml a cada pozo. .Luas cajas
se incubaron a 37°C con atmésfera hdmeda y 5% de €o,. Después
de 8 a 15 dias de incubacibn, las clonas se separaron del agar
blando por medio de una pipeta Pasteur, se colocaron cn cajas de
cultivo de 24 pozos y se incubaron en las condiciones anterio-
res. Los cultivos se observaron en un microscopio invértido
después de 4 a 8 dfas, para ver si habfa crecimiento celular.

Los pozos que mostraroen cultives con crecimiento aparente, se¢
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ensayaron para determinar la actividad anti-DNP mediante hema-
glutinacién pasiva. Las clonas positivas sc congelaron a -70°C.
Para esto, sc lavaron una vez por centrifugaci6n a 175 g cen

MMC durante 8 min. E1 paquete celular se resuspendié en 1 ml de
MMC y sc colocé en viales estériles de 2 ml (PRO-VIAL Cooke,
Dynatech} en un volumen de 0.5 ml de células y 0.5 ml de mezcla

crioschpica (42).

En el caso de la clonacibn por dilucién limitante, se preparé
un soporte de macrbfagos. Para ello, 3 dias antes de 1a clona-
cién se incubaron 5 ratones con 3 ml de aceite mineral (Nujol,
Plough de México) por via i.p.. El dfa de la clonaci6n los rato
nes se exsanguinaron, con cl objeto de disminuir la contamina-
cién del exudado con eritrocitos. -Inmediatamente después los
animales %c fijaron a una placa de corcho por las cuatro ex-
tremidades y ¢l abdomen sc desinfectd con alcohol etilico al
70%. Se inocularon cn 1a cavidad peritoncal con 3 ml de solu-
cién salina balanceada ($SB) (22) con 10 U/ml de heparina (Sig-
ma de México), sec aplicd masaje en la parte dorsal con unas
pinzas durante 2 min; la piel del abdomen se separé y sc practi
cb una pequeiia incisibn para extraer con una pipeta Pasteur la
mezcla de SSB y la suspensidn obtenida se centrifugé a 400 g
durante 10 min. FEl sobrenadante sc decanté y el paquete celu-
lar se lavé tres veces con SSB. Las células se resuspendieron
en MMC, se determiné ¢l nimero de células viables y la suspen-

sion se ajustd a 2 x 105 células/ml. Las células se distribu-
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‘yeron en cajas de cultivo de 24 pozos, en alicuotas de 1 ml en
cada pozo y se incubaron 48 h a 37°C, en atmésfera de hGmeda y

5% de COZ'

Las células se ajustaron a una densidad de 10 células por ml

de manera seriada a partir de una densidad de 1 x 104

células/

ml. De la suspensién de 10 células sc tomd 0.1 ml y se colocé

en cada pozo de la caja a la cual previamente sc habfan adhe-

rido los macréfagos. Las placas se incubaron a 37°C, en atmés

fer hameda y 5% de €o,. Después de 4 a 8 dias de incubacién

se verificd que las clonas tuvieran actividad anti-DNP mediante

la técnica de hemaglutinacién pasiva y de las clonas positivas

sc eligidé una para la expansién y ¢l resto se congelé a -70°C.
Expansién.

La expansi6én de la clona se efectué: in vivo e in vitro . Para
la expansién in vitro se cultivaron 100 ml de células a una den
sidad inicial de 3 x 10S células/ml, en botellas de 30 ml a
37°C, con atmésfera himeda y 5% de CO,. A los 8 dias de incubu
cién, las células se colectaron por centrifugacidén a 250 g du-
rante 10 min, se subcultivaron de igual manera y el sobrenadan-
te se conservé a -20°C para la ulterior purificaci6n del anti-

cuerpo.

La cxpansién in vive se hizo en ratones a los cuales se les in-
yectdé por via i.p. 0.5 ml de Pristan (2,6,10,14-tetrametilpenta

decano, Aldrich, Milwaukee, Wis.). Despubs de 23 dfas se les



-18-

inocularon 3 x 104 células y a los 18 dfas se sangraron para com
probar la presencia de anticuerpos en circulacifn ﬁediante hema-
glutinacién. Los animales desarrcllaron 7 dias después liquido

de ascitis, el cual se extrajo por drenado de 1a cavidad perito

neal. El liquido se mantuvo en frio durante 30 min y se centri-
fugd a 400 g durante 10 min. E1 sobrenadante sc conservé a

-20°C para la purificacidn posterior de los anticuerpos.

Purificacibn de los anticuerpos.

Se utilizaron diferentes téenicas para la purificacibn de los
anticuerpos, las cuales sc enuncian a continuacién: A) Precipi-
tacién de inmunoglobulinas tanto de los sobrenadantes de culti-
vo como del liquido de ascitis. Las inmunoglobulinas se preci-
pitaron con una solucién saturada de sulfato de amonio ($SA},
para lo cual se mezclaron volamenes iguales de cada muestra con
SSA a pll 6.5; se incubaron con agitacién constante durante 60
min a 4°C. Las mezclas sc centrifugaron a 5900 g durante 10
min. Los precipitados se resuspendieron 1:20 con respecto al
volumen original en agua destilada y se dializaron durante 3 h
contra agua destilada; después durante 24 h contra ASF 0.0! M,
pll 7.2 (22) y por Gltimo con SSI hasta que los precipitados es-
tuvieran libres de iones sulfato, lo cual sc corrvobord mediante
1a adicibn de cloruro de bario al 10% y HC1 diluido a una ali-
cuota del dializado. Finalmente, sc determiné la concentracién
de protefna por lectura de D.0. a 280 nm. B) Absorcién de los

anticuerpos con actividad anti-DNP a DNP-lisina acoplada a sefa
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rosa 4B (Pharmacia, Piscataway, NJ.). Unicamente se procedié

a la absorcién.con Scfarosa 4B, de los anticuerpos presentes

en la muestra procedente de liquido de ascitis. Para ello, a
la Sefarosa 4B previamente activada (40) y acoplada a DNP-1isi-
na (57) sc le adicion§ la muestra y se incubd en la obscuri-
dad durante 15-18 h a la tcmﬁbfﬂturn ambiente y con agitacidn
constante. A continuacién la Sefarosa se filtré cn un embudo
Biichner "C" y el filtrado se recuperd para corvroborar la inexis
tencia de anticuerpos con ucti&idud anti-DNP mediante doble in-
munndi fusién (DID) (63) y hemaglutinacién. Posteriormente la
Sefarosa-anticuerpo se lavd con BSF 0.01 M, pil 7.2, hasta celimi
nar las proteinas absorbidas inespecificamente o la Scfarosa,

comprobindose esto mediante la lectura de la D.0O. a 280 nm.

La separacién del conjugado DNP-anticucrpe de la Scfarosa se hi
20 eluyendo el anticuerpo de la Sefarosa con una solucién de
DNP 1()-2 M. Para ello se incubaron la Sefarosa-anticucrpo con
50 ml de solucién de DNP 10-2 M durante 60 min a tempecratura
ambicnte, con agitacidn suave y en ta obscuridad. En seguida
se filtraron en un cmbudo Bichner "C" y se lavaron con 50 ml de
la misma solucién. E1 filtrado se concentré 10 veces por ultra
filtracién con amicdédn (Mcmbrane DIAFLOX M 100 000 MW, AMICON
Corp. Lexiton MASS) y se determiné la concentracién de protefna
mediante el método de Lowry y col (37). C) Separacidn de los
anticuerpos del DNP mediante cromatografia en columna de inter-

cambio i6nico con DOWEX I. Para la scparacidén de los anticuer-
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pos del hapteno se u;ilizé'una.columnﬁ de 1.7 x 30 cm en la
cual se empacS DOWEX I'(i x 8400 chloride form, Sigma) previa-
mente hidratado. La resina sc lavé con 250 ml de acetato de so
dio a1l 10% y posteriormente con agua destilada hasta el pH del
agua. Finalmente, se lavd con ASF o.ol M, pH 7.2, hasta tener
en el eluido el pil del amortiguador (7.2). La muestra se pasd
por la columna y sc¢ cluyd con el mismo amortiguador,, colcctﬁndg
se [racciones de 3 wl. Por Gltimo, se determiné la concentra-
cién de proteina y DNP presentes en las [racciones mediante leg
tura de D.0. a 280 y 360 nm respectivamente. Las alicuotas que’
contenfan los anticuerpos sc mezclaron y concentraron por ultra
filtracidn con Amicé4n. Posteriormente s¢ determiné la concen-
tracién de proteina por el método de Lowry y col. (37) y la ac-

tividad anti-DNP por hemaglutinacién y DID.

Caracterizacién de los anticuerpos.

Después de la separacién del hapteno DNP de los anticuerpos, se
analizaron {stos Gltimos mediante electroforesis en gel de po-
liacrilamida en condiciones reductoras (ER) con duodecil sulfa-
to de sodio (DSS) al 10% (72). Por otra parte, para determinar
1 tipo de inmunoglobulina producida por la clona expandida, se
empled la técnica de DID y el uso de suevos liofilizados anti-
inmunoglobulinas de ratdén (Miles Laboratories Inc. Elkhart,
Indiana) producidos cn conejo contrnllus clases IgM, Igh e IgG
y las subclases de IgG correspondientes a IgG], lgGZ. IgGyy ©

IgGs.
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Finalmente, se analizaron los anticucrpos obtenidos para deter
minar 1a naturaleza homogénea de los mismos, mediante la técni

ca de isoelectroenfoque (IEE) (34,43).

Anticuerpos del Mieloma MOPC-315.

En los experimentos de fijacién se usé, paralelamente a la Ig
producida por hibridoma, otra Ig homogénea producida por un mie
loma de ratén. Esta protefna es de la clase A y también fija
DNP (18) y fué un obsequio del Dr. Israel Pecht del Weismann

Institute of Science, Israel.

Preparacién de la solucibn de hapteno ﬁ73~d-3H-2,4~dinitrofeni1

L-lisina.

Se usd una solucién de 3H-DNP-lisinu {(New England Nuclear, Mass)
con actividad especifica de 3.4 Ci/mMol y sec hicieron diluciones
para obtener diferentes concentraciones de hapteno, Tabla I,

La radiactividad total se estimdé en cada una de las soluciones
poniendo en un vial (frasco de polictileno) 5041 dc cada solu-
cibn y agreglindose 10.0 ml de Bray (naftaleno 60 g; PPO 4 g;
POPOP 0.2 g; metanol 100 ml; ctilenglicol 20 ml; dioxuno llevar
a 1 1ty la radiactividad se¢ determiné en un contador de cente-

11co Nuclear Chicago Mark IT.

Determinacidon de las constantes de afinidad.

Tanto al anticucrpo obtenido de micloma (IgA) como al producido

por cl método de hibridacibn (1gG) sc Tes determind Ta constan
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TABLA I

CARACTERISTICAS DE LAS SOLUCIONES DE DNP-LISINA UTILIZADAS EN
LOS EXPERIMENTOS DE FIJACION DE DNP-LISINA POR ANTICUERPOS ANTI

DND

Concentracibn

molar total CPM DPM Eficiencia

de 3H-DNP-lisina
5.90 x 1070 3.62 x 109 2,22 x 107 16.30
2.95 x 107° 1.98 x 10® 111 x 107 17.83
1.47 x 10°° 9.84 x 10°  5.55 x 10° 17.72
7.35 x 10790 4.98 x 10° 2,77 x 10° 17.97
3.67 x 107° 2.41 x 105 1.38 x 108 17.37
1.83 x 1076 1.23 x 10> .93 x 10° 17.74
9.10 x 1077 5.76 x 10%  3.46 x 10° 16. 64
4.55 x 1077 2,95 x 107 1,73 x 10° 17.05
2.27 x 1077 1.47 x 107 8.67 x 10¢ 16.95 .
1.38 x 1077 8.00 x 105 4.33 x 107 18.47
6.90 x 10°8 3.67 x 10°  2.16 x 10" 16.99
3.95 x 1078 1.93 x 10° 1,08 x 10° 17.87

Y= 17.408

CPM = Desintegraciones por minuto reales

DPM = Desintegraciones por minuto teéricas

Eficicencia = CPM/DPM

v

t

a

Eficiencia promedio
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te de afinidad promedio (X,) por el método de apagmicento o ex-
tincién de la fluorescencia (70), de acuerdo a la téenica des-

crita por Eisen y McGuigan (19).

Este método se fundamenta en que las moléculas de anticuerpo
presentan fluorescencia (debido princiﬁalmcntc a1 los residuos
de triptofano) cuando son irradiadas con luz ultravicleta a
295 nm de longitud de onda, emitiendo luz cuyo maximo de inten
sidad se encuentra a 345 nm aproximadamente. Cuando ¢l ligun-
do (DNP) sc haya unido especificamente a 1a molécula de anti-
cuerpo, la energia radiante emitida por los residuos de tripto
fano del (o cercano al) sitio activo es transferida intramole-
cularmente al ligando unido, dada su cercania y orientacibn es
pacial. El ligando pucde liberar encrgia absorbida de varias
maneras (vibracibn, cmisién a longitud de ondas mayores, cte,).
El resultado final de estos procesos es que la fluorescencia
de los anticuerpos sc ve disminufda (apagada) en proporcién di

recta a la cantidad de ligando que tenga unido.

5i conocemos el por ciento de la fluorescencia inicial que se
apaga cuando todos los sitios activos estdn saturados (QMux)’
podremos determinar, para cada concentracién de hapteno (H.}),
la cantidad  B), que se cncuentra unida a los anticuerpos, cong
cicndo asf el por ciento de la fluorescencia inicial apagada
(Q). La concentracién de hapteno libre (H) sec calcuiu restan-
do a la concentracién de hapteno total la concentracién de hap

teno unido (N = H, - B). De esta manera, conociendo la concen

t
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tracién de hapteno (Hl) y la fr&ccién de los sitios activos que
se encuentran ocupados ( r = B/So = Q/QMax ), podemos calcular
para cada punto, los pardmetros de la ecuacién de Hill y la de
Scatchard (13,62). A partir de la grédfica de Hill, podemos cal
cular la constante de afinidad K, y el coeficiente de Hill (C.H.)

para homogencidad de los anticuerpos.

Las mediciones de fluorescencia se realizaron en un espectrofo-
témetro Aminco-Bowman, con monocromadores para scleccionar las
longitudes de onda de la luz de excitaciédn y de emisiédn y con
un dispositivo para mantener constante la temperatura de la cel
da (22°C). Las longitudes de¢ onda de excitacibn y de cmisibén
usadas fueron 280 y 355 nm respectivamente. Se colocarvon en la
celda 1.5 ml de una solucién de anticuerpos de concentracién co
nocida (0.08 mg/ml aproximadamente) en ASF y se registré la
fluorescencia cuando alcanzé un valor estable. Las mucestras sé
lo se expusicron a la luz excitadora en ¢l momento de hacer }as
lecturas. Progresivamente se adicionaron volfmenes pequefios de
concentraciones conocidas de hapteno (0.005 ml) cn el mismo sol
vente. Despubs de cada adicién de hapteno, se agitd y se regis
tré la fluorescencia antes de hacer la siguiente adicidn, hasta

completar un volumen de 0.120 ml.

El valor de Quax S¢ determind afadiendo una solucién de hapteno
1o suficientemente concentrada para saturav los sitios activos
de 1a globulina en estudio, midiendo el apagamiento y haciendo

una correccién para determinar ¢l apagamiento debido al hapteno
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libre. Para hacer esta correccién sc afiadié a una solucién de
inmunoglobulinas inespecificas la misma concentracién de hapte-
no. Esta correccién por el apagamiento debido al hapteno libre

se hizo para cada uno de los puntos de la titulacién,

Para comprobar que cl efecto observado no era producto de una

cinbtica y ademds que las lecturas corrrespondientes para cada
punto eran lefdas al tiempo adecuado, se midié el efecto de la
concentracibén media de hapteno en una solucién de anticuerpos

de concentracién conocida (0.08 mg/ml) a dilerentes tiempos

(0 hasta 3h).

A cada valor de fluorescencia se le resté la fluorescencia de
un blanco de solvente y se multiplicéd por la fracci6n de incre-
mento de volumen (Volumen final/Volumen inicial) para corregir
el descenso cn la fluorescencia debido a 1a dilucién de Ta mues
tra. Los valores se normalizaron dando el valor de 100% de la

fluorescencia incial ya corregida.

E1 apagamicnto (Q) bnru cada concentracién de hapteno, se deter
mindé restando de 100 el valor de la fluorescencia corregida y
normalizada. La fraccibn de sitios activos que estéin ocupados
en cada punto, es igual a la fraccién de apagamiento obtenido
(r= Q/QMux = P/S0 ). La concentracién de ligando unido (P)
se calculé multiplicando la fraccibn de sities activos ocupados
(r) por la concentraci6n total de sitios activos (S,), la cual
corresponde a dos veces la concentracién molar de protefina.

En este caso, dado que los anticuerpos fueron Ig6 de ratén
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(PM 160,000), §, se calculé a partir de la concentracibn de
protefna en mg/ml, dividiendo entre el peso molecular y multi-

plicando por dos.

La concentracién de hapteno libre (H) se obtuvo restando a la
concentracién total afadida (Ht]' la concentracién de hapteno

unido a los anticuerpos (B). Por cjemplo, tengamos ¢l siguien-

te caso:
Fo = fluorescencia jnicial = 95
FB = fluorescencia del blanco de solvente = 2
Volumen incial = 1.5 ml

Concentracion de anticuerpo = 0,08 mg/ml

Adiciones de hapteno: 0.005 ml de una solucidn 1.6 x 1073y

QMax =50
F, = fluorcscencia después de la primera adicién de ha
1 e
teno = 93
(F, - Fy) x 1.S05/1.5 = F = 91.273
F - F e 3
(Fy - Fy) 100% 91,273 x 100 _
‘ pp, o= L2732 x 100 - gg g4
l.‘lc T Pln 93
= - . = - = Q.
Q 100 Fln 100 98.1 1.9%
r = Q/QMax = 1.9/50 = 0.034
Perxs =rx0:08X2) _opygmayx (1.0 x 109=

[}

g (160 000)
3.4 x 1070 M.

- 5 .
n, = (a6 x 1077 X 0.005) . 554 108

1.505




.27-
n=53x108 34 x10%-10x10%w

8

Es decir, en este caso, tendrfamos 1,9 x10 ° M de ligando li-

bre (H) y 3.4 x 1078 ¥ de ligando pepado a anticuerpo (B).

Método de ajuste y simulacién.

Las constantes de asociacién Koy K2 fueron calculadas por un
método iterativo de ajuste, utilizando la regresién de pegado
sobre ligando libre. Kl y KZ representan las constantes de aso
ciacibdn paso a paso para cl sitio primero y segundo respectiva-
mente (21).  El ajuste se calcula de acuerdo o la siguiente

ccuacibn (59):

KA (H) + 2K KA (10°

B =
1e K (D + lez(u)z

Donde B y Il representan la concentracidén total de ligando pega-
do y ligando libre y Ao la concentracibén molar de anticuerpo.

Los valores de Kl ) Kz y Ao fucron secuencialmente modificados
hasta que la suma de los cuadrados de lus diferencias entre los
valores de B experimentales y los valores de B calculados de la
ccuacién fueron llevades al minimo. Lasprimeras conjeturas pa-
ra el proccso de ajuste se calcularon de la constante de asocia
¢ién promedio (Ko) que sc estimé de una grifica de Sips de los

puntos experimentales. Una curva simulada se trazé utilizando

los valores obtenidos del proccso de ajuste en un trazo de

Scatchard junto con los puntos experimentales. La curva sinala
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da se trazé de acuerdo a la siguiente ecuacién (59):

i o= Beshy +L(A - BOY v 4Ky /K B (28 - B (8 )
2K, (2A, - B,)

la cual se obtuvo de la ecuacién ( 7 ), resuclta para H y to-
mando el signo positivo de 1la rafz cuando H = 0 y cuando B = 0.
Los valores para H se calcularon para cada valor de B y 1la re-
lacibn B/H sc grafic6é contra los valores de B. Es importante

hacer notar que Kl y K, en este modelo corresponden a las cong

2
tantes de asociacién sccucenciales, las cuales difieren de la
constante de asociacidn intrinseca por un factor estadistico.
De aqui, si no hay interacciones los sitios son idénticos con
respecto a su afinidad intrinscca por el hapteno, cntonces

K, = X 8 B= AK,/K; . 814> 1 implica cooperatividad positi-

va yB«<1 implica cooperatividad negativa.

Difilisis _en ecquilibrio.

Este modelo estfd basado en la impermeabilidad de una membrana

de didlisis (celulosa) a una macromolécula y a la difusi6n 1i-
bre de un ligando (molécula pequefia) a través de la membrana

(76). En esencia, el método consiste en poner cn un comparti-
mento un volumen de protefna de concentracién conocida separa-
do de otro por medio de una memhrﬂna-semipermcable y en el cual
se coloca un volumen de ligundo de concentracibn conocida. Tan

to la proteina como el ligando sc encuentran en el mismo solven
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te. Cuando la difilisis ha alcanzado el equilibrio se miden

las concentragiones de ligando en ambos compartimentos. En el
equilibrio la concentracidn de ligando libre en el lado dec 1a
cdmara que contiene la proteina es igual al que se encuentra cn

la otra cémara que no tienc proteina.

E1 valor de la concentracidn en 1ta clmara sin protcina represen
ta el ligando libre en equilibrio y el valor en la otra cAmara
representa el ligando total o sca, el que se ha pegado en 1la
proteina y el que sc encuentra libre. En la ecuacién (1) la
concentracion molar de ligando libre la representamos por (H) y
la concentracién molar de ligando pegado por (B). Una serie de
estos pares de valores es obtenida para un rango apropiado de

ligando, entonces los datos pueden ser tratades de manera que su

trazo nos de una curva de fijacidn.

Puesto que las moléculas de proteina constituyen una especie
cargada no difusible, la difusién dc especies idnicas entrc las
chmaras estl sujeta al cfecto de Donnan., En la préctica este
efecto es reducido a un valor despreciable en soluciones isoténi
cas, las cuales son usadas normalmente en el mancjo de anticuer-
pos. En general, una fuerza iénica de 0.1 es suficiente para ha

cer insignificante ¢l efecto de Donnan,

El tiempo requeride pard alcanzar el estado de equilibrio varia
con la temperatura, la naturaleza del ligando y la distribucién
de éste entre las formas libres y pegadas. El tiempo minimo en

alcanzar el equilibrio puede ser determinado dializando solucio
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nes de ligando contra el solvente y midiendo sus concentracio-
nes en amhos lados de la membrana cen funcién del tiempo. Perfo
dos largos son generalmente convenientes para asegurar que se

alcanz6 el equilibrio.

Es necesario trabajar con bajas concentraciones de ligando por-
que las concentraciones usadas de proteina son pequefias. Si la
concentraci6én de ligando excede grandemente la concentracién de
proteina, la concentraci6n de ligando pegado necesariamente se-
rf bajaen relacién a la concentracidon de ligando total y la di-
ferencia de concentraciones en uno y otro lado de la membrana
seri pequeiia para medirla con exactitud. Por lo anterior la
concentracidén de ligando debe ser del mismo orden de magnitud

o menor que la concentracidn de protefna. Por esta razén, para
didlisis en equilibrio gencralmentc se usan ligando radiactivos
o que absorban fuertemnte cen la vegidn visible. Ademas, este
método esth limitado para ligandos que scan lo suficientemente
pequeiios para difundir libremente a través de la membrana; tam-
bién 1a proteina esth sujeta a un limite determinado en cuanto

a su tamafio,

pPara determinar la concentracién apropiada de anticuerpo a uti-
lizar, se hicieron inmunodifusiones dobles en agar con la globu
lina anti-DNP dilufda hasta 1:128 y las difercntes diluciones

del DNP-KLH, de 1:2 hasta 1:32 (Fig.l).

Por medio del método de didlisis en equilibrio, se calcularon

los estimados de ligando libre y pegado, necesarios para deter
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FIGURA 1

En esta figura se muestran las doble
inmunodifusiones en agar de la inmu-
noglobulina anti-DNP (IgGs) diluida
1:128 y las diferentes diluciones

del DNP-KLH, de 1:2 hasta 1:32,
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minar las constantes de asociacién y el ndmero de sitios de fi-
jucibn, para la reaccibn especifica hapteno-anticuerpo. Los ex
perimentos se realizaron en un aparato de multidiflisis (Fig.2)
fabricado en ¢l centro de instrumentos de la U.N.AM. el cual

consta de 3 mddulos de lucita, con 3 climaras de didlisis por mb
dulo. La didlisis en equilibrio se 1leva a cabo de la siguien-

te manera:

(1) Lavado y preparacién de equipo. Los mbédulos de lucita se
colocan en un recipiente y se dejan lavando al chorro de agua
de 1a 1lave dutante 2 dfas después de cada experimento para eli
minar residuos radiactivos. Después sc hacen varios cambios de
agua destilada y por Gltimo sc¢ enjuagan con agua bidestilada

desionizada y sec secan con aire.

Las membranas de difdlisis sc hierven tres veces con agua desti-

lada cambiando el agua después de cada chullicidn,

Para montar los médules primero se les ponc a los empaques una
capa delgada de Silicbén (Sigma) y a las membranas sc les quita
¢l exceso de agua con una gasa y se colocan entre cada mbédulo.

Por filtimo sc ponen los tres médulos cn cl aparato.

(2) Colocacién de las soluciones. Cada cémara de difilisis tie
ne un orificio de cada lado de la membrana por donde sc inyccta
la muestra con una jeringa automitica de volumen constante

(ltlamilton, Remo, NV.). Dec una solucibén de proteina 1:64 (0.07

mg/ml) se inycctaron 10041 en uno de los lados de cada una de
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FIGURA 2

La Figura 2 muestra un aparato multidializador.
En la Figura (a) se observa el motor y cl eje
donde van montados los 3 mbdulos de lucita, -
apareciendo 2 de ellos y la membrana de celulosa
sobre la mesa y un modulo instalado. También

se ven las 8 clmaras para diflisis que tienc
cada mbdulo. En la Figura (b) sc obscrvan los

2 orificios dec una de las chmaras de diflisis
por las cuales sc inyecta la muestra. La mem-
brana de celulosa separa un compartimento dec

otro.
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las clmaras del multidializaddr, mientrasAque en el otro lado
se coloca el mismo volumen de las soluciones de ligando (3H-
DNP-1is). Los orificios de las cémaras se tapan con cinta ad-
hesiva. Los estudios sc hacen por duplicado. El1 aparato se
coloca en un cuarto frfo a 4°C y sc agita automiticamente. La
diflisis se prolonga de 70 a 80 h para asegurar que alcance cl

equilibrio.

(3) Toma de la muestra. Con la jeringa automftica sc toman
50 «1 de cada lado de las 24 clmaras comenzando del lado del
ligando de concentracién mis baja y después, del lado de la
proteina empezando con la solucién quc esti en contacto con la
del ligando mis dilufda. Cada una de las muestras sc ponen en
un vial y se agregan 10 ml de 1fquido de Bray, se agitan y se

cuentan.

Del lado donde no hay protefna se obtienen las cuentas por mi-
nuto (CPM) del ligando libre (H) y del lado donde hay protefna
se obticnen las CPM del ligando pegado (B) a la proteina ha-

ciendo una resta del libre, es decir:
[ (B) + (W) ] - (1) = (B)
Las concentraciones molares sc obticnen por la férmula:

(H) o (B) = CPM x 1/60 x 1/actividad especifica x l/eficiencia

x volumen de un litro/volumen de la muestra.



RESULTADOS

Cinética de vespuesta a DNP de los ratones inmunizados con DNP-KLH

Para determinar en los ratones inmunizados con DNP-KLIl la presen
cia del mayor namero de CFA producidas contra DNP y definir por
este medio ¢l dfa mis propicio para llevar a cabo la fusidn, sc
realizd una cinética de respuesta a DNP los dias 3, 5 y 8 poste-
riores a la immunizacidn. Para cada detcrminacién sc emplearon
3 ratones inmunizados por via i.p., con una dosis de Suo.yg de
DNP-KLH en 0.2 ml de SSI1 y ACF (v/v) y tres ratones normales, a
los cuales se les determind el nGmero de CFA por el método de la
hemélisis localizada en gel. Como pucde verse en la Fig.3 entre
los dias 3 y § sec presentd un mayor namevo de CFA; por consiguien
te sc cligié el dfa ¢ después de 1la G1tima dosis inmunizante

para llevar a cabo la fusién.
Fusién.

Se cultivaron 5 X 107 células de bazo de ratones inmunizados, en
volfimenes de 5 m! en MCC que contenfa 100.4g/ml de lipopolisach-
rido (LPS) de Lscherichiu coli, durante 24 h. Al transcurrir es-
te tiempo se fusionaron las células de bazo con las células tumo
rales, en presencia de PEG y fueron cultivadas a una concentra-

5 célutas/ml. Despubs de 15 dfas de la induccién

cién de 4 x 10
de 1a fusién, se hizo aparente la presencia de colonias de hibri
dos, las cuales aparecieron en 72 de los 109 cultivos, lo que

equivale a un 65% de cultivos con colonias de hibridos. Los so-
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FIGURA 3

Cinética de la respucsta a DNP determinada
mediante la técnica de hemélisis localiza-
da en gel, en 3 ratones normales y 3 rato-
nes inmunizados con 3 dosis de DNP-KLH.

Se presentan CFA promedio determinadas con
GRC acoplados a TNP menos CFA determinadas

con GRC normales.
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brenadantes de todos los pozos con crecimiento visible, se ensa
yaron para detéctar la presencia de actividad anti-DNP mediante
hemaglutinacién pasiva. La frecuencia de detecciébn de hibridomas

positivos fué de 38 que corresponde a un 34.86%.
Clonacidn.

Una vez que s¢ detectaron los hibridomas positivos, sc determinb
la viabilidad de las células de una sola colonia positiva (#26),
1a cual se eligibé al azar. En esta colonia se obtuvo una densi-

dad de 3.7 x 105

células/ml, a partir de la cual se cfectud una
ditucion semilimitante, por cultivo de 370 célulasen 0.1 ml, en
cajas de cultive a las cuales previamente se les habia adherido
una monocapa de células peritoneales obtenidas de ratén. Ocho
df{as despuds los sobrenadantes de 50 cultivos se ensayaron por
HP y de cllos 36 fucron positivos cn su respuesta a DNP. Al pro
barse estos mismos por IH con DNP-ficoll, 11 resultaron franca-

mente positivos a DNP. De estos 11 cultivos, 7 fucron clonados

por la técnica del agar-blando . Tabla IT .

Por otra parte, s¢ vomé la colonia namero 32 de los 36 que fue-
ron inicialmente positivos y se clonb por la técnica de la dilu
cibn limitante. En esta colonia se tuvo una densidad de células
viables de 1.49 x 106/m1, la cual se ajusté a una densidad de

1 x 104 células/ml, que se diluyé de una mancra seriada hasta te
ner una concentracién de 10 ceélulas/ml. De ésta Gltima se culti
varon 50 pozos con una célula, Al probar la actividad anti DNP

de los sobrenadantes de los 50 cultivos, 3 de cllos presentaron
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TABLA IT

CULTIVOS POSITIVOS EN SU RESPUESTA A DNP LOS CUALES SE CLONARON
POR LAS TECNICAS DE AGAR-BLANDO Y DILUCION LIMITANTE

Método de Clonacibn  Np. de Cultivo Clulas via .  Células parg  Clonas po
bles/ml(x10 ) clonar(x10-3) sitivas

Dilucibn

Semilimitante 26 3.7 3.7 36%

31 2.5 6.0 -

33 z.3 6.0 3

34 1.8 9.0 -
Agar-blandob 35 1.0 5.0 -

37 4.1 8.0 7

38 5.9 8.0 8

39 2.1 7.0 -
Dilucibn 32 14.9 c 17,29,36d
Limitante
a De los 36 cultivos que resultaren positives 7 se clonaron por

la técnica de agar-blando y 1 por dilucién limitante. [l res
to de los cultivos se congelaron.

b Las clonas 3, 7 y 8 se expandicron in vitre y los cultjves que
resultaron positivos se congelaron.

c Se efectuaron diluciones scriadas a partir de 1 x 10° células
por ml hasta tener una densidad de 10 células por ml

d La clona 36 se expandibd in vivo ¢ in vitro. Las clonas 17 y 29
se¢ congelaron
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respuesta positiva por hemag]utjnacjén,.por lo que se eligié 1a

clona nfimero 32 para hacer 1a expansibn.
Expansibn.

La clona scleccionada se expandidé in vitro hasta obtener una den
sidad cetular de 3 x 105-por ml. Se obtuvieron tas células y el
sobrenadante. Este ltimo mostrd actividad anti-DNP, por lo que
se conservd para la purificacién posterior del anticuerpo. Las

células se subcultivaron para la expansién in vivo.

Purificaci6n de los anticuerpos.

La precipitacifn de inmunoglobulinas del 1iquido de ascitis y de
los sobrenadantes de los cultives celulares con SSA aporté 168
mg/ml y 5.2 mg/ml de inmunoglobulinas respectivamente., De estas
inmunoglobulinas se scpard 1a IgG por cromatograffa cn columna
de DEAE-celulosa Fig. 4 . Las fracciones s¢ sometieron a IEF vy

mostravon una sola banda que se identificé como IgG Fig. §

Por otra parte, al probarse ambas fracciones por HP presentaron
actividad anti-DNP con titulos de 1:128, igualmente, la activi-
dad anti-DNP se corrobord en DID usando como antigeno de pruchba
al DNP acoplado a hemocianina. Con cstos antecedentes se pudo
proceder a la absorcién de los anticuerpos anti-DNP mediante
DNP-lisina acoplada a sefarosa, lo cual se hizo evidente des-
pués de incubar la muestra con la sefarosa, ya que en el filtra
do no persistia actividad anti-BINP, indicando que los anticuer-

pos habian sido absorbidos a la scfarosa. Posteriormente se
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FIGURA 4

Perfil cromatogréfico en columna con DEAL-
celulosa de las inmunoglobulinas precipita
das con solucién saturada de sulfato de

amonio.

A Curva de clucién de las inmunoglobuli-

nas de liquido de ascitis.

B Curva de clucién de lus inmunoglobuli-
nas de sobrenadantes de cultivo.
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FIGURA 5

Inmunoclectroforesis de las inmunoglobulinas
obtenidas de ascitls de ratén y de sobrenadan
tes de cultivo.

1 Inmunoglobulina de l{quido de ascitis

2 Inmunoglobulina de sobrenadante de medio

de cultive

3 Anti-IgG de ratén
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efectué 1a separacién del conjugado DNP-anticuerpo de 1a sefarosa
y .sc aislb de éste conjugado el anticuerpo. Esto Gltimo sec con-
cretd al pasar el conjugado DNP-angicuorpo por una columna de

“cromatografia de Dowex 1. la curva de elucién se muestra en la

Fig. 6.

Ya separados los anticuerpos del hapteno DNP, los primeros se
concentraron y cnsayaron para determinar la presencia de activi-
dad anti-DNP mediante DID con DNP acoplado a diferentes acarrca-

dores Fig. 7.

Caracterizacidn de los anticucrpos.

Se analizaron los anticuerpos mediante ER con 2-ME en gel de
acrilamida DSS al 10% Fig. 8. El producto secretado por 1la clo-
na expandida presentd en todos los casos el patrén caracteristi-
co de una inmunoglobulina. En la ER el anticuerpo producido pre
sent6 una purcza confiable, lo cual fué corroborade mediante el

empleo de técnicas mis (inas.

Por otra parte, mediante el empleco de antisueros contra las dife
rentes clases de inmunoglobulinas y DID Fig. 9, s¢ encontrd que
el anticuerpo obtenido de l{quido de ascitis pertenece a una in-
munoglobulina de la subclase IgGs. Finalmente, se encontrd por
IEE que la muestra analizada contiene anticuerpos del mismo pun-

to isocléctrico Fig. 10,

Apagamiento de la fluorescencia.

Se realizaron cnsayos de apagamiento a cada uno de los anticuer-
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FIGURA 6

Perfil cromatogriifico en columna con
DOWEX-I del conjugado DNP-anticuerpo

obtenido de 1li{quido de ascitis.
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FIGURA 7

Dobleinmunodifusién del anticuerpo purificado de 11-
quido de ascitis de ratén ( pozo central ) frente a
varias diluciones ( 1, concentrado, 2. 1:2, 3, 1:4,
4. 1:8, 5, 1:16, 6. 1:32 ) de diferentes acarrcadores

acoplados a DNP (pozos periféricos).

a. DNP-albfimina humana (fraccién V )

b. DNP-albGmina de conejo ( fraccién V )

c. DNP-gamma globulina humana (fraccién I1 )
d. DNP-albGmina bovina (fraccién V )

DNP-hemocianina (KLH)

o

f. Acarrcadores sin DNP (a,b,c,d y e )
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FIGURA 8

Electroforesis reductora en gel de poliacrilamida

con 2-mercaptoctanol y DSS al 105,

A Patrén de pesos moleculares
B IgG cerdo
c Anticucrpo monoclonal control

Anticuerpo obtenido de liquido de
D*'§ ascitis purificado

a  Cadenas ligeras

b Cadenas bcsadas
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FIGURA 9

Doble inmunodifusi6én del anticuerpo
purificado de 1fquido de ascitis de
ratén frente a antisueros de ratén

producidos contra las diferentes cla

s¢s de inmunoglobulinas del mismo.
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FIGURA 10

Isoelectroenfoque del anticuerpo purificado de liquido
de ascitis de ratén, cn condiciones reductoras.
A Corrimicnto en anfolinas de pH 3 a 10

B Electroforesis reductora en gel de poliacrilamida

con 2-mercaptoetanol y DSS al 10%

a Cadenas pesadas

b Cadenas ligeras
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cuerpos. Las Figs. 11, 12y 13 ‘muestran los percientos de apa
gamiento de la fluorescencia en funcién de la concentracién del
hapteno presente tanto para unas J-globulinas heterogéneas, co-
mo para la IgG3 y la IgA. Graficando fluorescencia contra hapte
no total o Q contra hapteno total se obtuvicron los valores de
QMDX' para el primer caso sc resta del 100% ¢l valor del punto
donde 1a curva tiende a mantenerse o eon el caso de Q vs, Ht don-
de la curva sc tiende, csto es el valor del intercepto con las
ordenadas. En las Tablas 11 a V s¢ anotan los resultados de
les censayos de fluerescencia para los anticuerpos probados, asi
como los valores quc sc necesitavon para calcular los parfimetros
de las ccuaciones de Scatchard, Sips y Hill a partir de los valo
res de fluovescencia obtenidos. La TgA mostrd una extincién de
fluorescencia mis elevado en comparacién con las otras dos inmu-

noglobulinas probadas.,

Para corroborar que las lecturas obtenidas no estaban influidas
por el tiempo. Se midid el efecto de éste utilizando una solu-
cibén de anticuerpo conocida a la cual sc le agregd una concentra
cibn media de hapteno., Como pucde observarsc en la Fig., 14 no

existe variacién apreciable en los ticmpos medidos ( 0 a 3 h ).

Diflisis en cquilijbrio.

Por esta técnica sélo sc ensayb la IgGS. los resultados gue sc
muestran son de un solo experimento, aunque sc hicieron varios
pero con resultados muy errfiticos. En la Tabla VI se muestran

los valores para el célculo de los pardmetros de las ccuaciones
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FEIGURAS 11, 12y 13

En estas figuras se muestran las curvas de
Apagamiento de la fluorescencia para cada
uno de los anticuerpos utilizados.

a) & -globulinas heterogéneas

b) TgGy

c) IgA
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TABLA 1IN

B F N
i A (o) B Q R (] (i) B/H R/H LOG Il LOG R/1-R

0 100.00 100.00

W 99.00 99.00 1.13 x 10°% 09.26 00.7975 0.0113 6.81 x 1077 .52 x 10°° 1.508 2.5z x 10 830 -1.®
18 99.00 98,00 2.26 x 107 9g.52  1.5080 0.0283 1.36 x 10°% 899 x 1077 1,515 253 x 108 -p0a 1@
12 98.50 96.30 3.38 x 1078 97,27  2.0060 o.0m15 2.47x 1078 014 x 1077 2702 g4 x 09 g0 1%
M6 98.00  05.00 4.50 x 107 06.01 4.2180 0.0602 3.57 x 10°% 9.23 x 1072 3.873 .52 x 10° -g.03 -1.10
3200 97.5  93.50 6.46 x 1078 94,75 5.5360 0.0790 4.68 x 10°% 177 x 107 2.633 a4 x 10 c7.75 Lw
024 98.00 9200 B.41 x 1078 93.47  6.8600 0.0979 5.78 x b’ 8 2.62 x 10°% 2.205 3.73 x 10° -7.88 -0.%
028 97.00 8950 1.03 x 1077 91,17  9.1080 0.1301 7.66 x 10°% 2.68 x 10°% 2850 481 x 10° .7.57 -0.&
032 97.00  B7.50 1.22 x 107 80.37 10.8600 0.1552 9.11 x i0°% 3.16 x 1078 2,882 400 x 10% .7.50 -0.7
036 96.00  84.50 1.58 x 1077 86.53 13.7400 0.1963 1.15 x 1077 438 x 10°% 2,684 450 x 10 7,36 -0.00
L0800 95,50 BLLSO 1.94 x 1077 B3.67 12.7100 0.1816 1.06 x 1077 8.78 x 1078 1,207 2,00 x 10° -7.05 -0.6s
1U44 95.00  7B.50 2.29 x 1077 §0.80 19.0200 0.2737 1.58 x 1070 7,09 x 10" 2,234 3.83 x 0,4
3048 95.00 76,50 2.64 x 1077 7805 20.6700 0.2952 1.71 x K0 9.28 x 1070 1,849 3.18 x 0.F
0,052 94.50  TL.S0 3.47 x 1077 73,98 25.4600 0.3637 2.10 x 1077 1,36 x 1077 1350 2.67 x 0.2
0.056  94.00  67.00 4.20 x 1077 69.50 29.7800 0.4251 2.46 x 10| 1.83 x 1070 1.349 2.32 0.1
0.060 93.50  62.50 5.0 x 1077 65,00 31,1400 0.4877 2.8l x 1077 2.20 x 1070 1,227 2.12 -0,
0.064  93.00  60.00 5.92 x 1077 02.56 36.4300 €.5205 2.99 x b077 2,92 x 1070 1,024 1,77 0.3
0,068 92.50 S8.00  7.36 x ‘0-7 60.63 38.2200 0.5460 3.13 x HI.T 4,22 x 10'7 ¢.741 1,29 (LR
0,072 91.50 55.00 8.79 x 1077 §7.64 40.7700 0.5824 3.3% x §077 5.a5 x 1070 0.610 1.06 x 0.1
0,076 91,00 §3.00 1,02 x 10°% 55,69 12.0100 0.6087 3,47 x 1077 .74 x 107 0,515 9,02 0.9
0,080 00.00 52,00 1.16 « 1070 5477 433800 0.6197 3.53 x 1077 g.10 x 1670 0.335 7.65 .2
0,084 00,50 50,00 1.37 x 1070 52,80 14.9500 0.6421 3,64 x 3070 1.0 x 107" 4 350 .33 0,25
0,088 R0.50  48.00 1.59 x 10°% 50,82 46.8500 0.6692 3.79 x 107 1.21 x 10°° 0,312 5.5 0.3
0,092 Ro.00  47.00 180 x 1070 4.8 47.6600 0.6808 3.83 x 1077 1.42 x 1070 0.270 4.79 0.3
D096 88.00 45,50 2.001 x 1070 4841 28,7500 0.6964 3.92 x 1077 1.62 x 1070 0.241 1.28 0. %
o,100 87.00 45,00 2,20 x IU'(’ AR.00 BTG 0,06960 3,91 x 10-- 1.87 x 10 6 0,208 3,71 fLY
0,109 BS.50 44,00 2,51 x 10'2 4705 39,5700 0,7081 3,97 x 107 2,11 x 1070 p.18s 3,35 0. 3%
M08 85.00 43,00 2,75 x 10°° 96,100 500300 0.7161 .00 x 1077 2,35 x 1070 gL1en 304 ("
512 8400 42,00 3.00 x 107% 45009 51,0000 0.7286 4.06 3 1077 2.59 x 10°¢ 0.156 2,81 08

Qmax = 52



vi PR FA ot} ¥ e R L (W) s R 106 Il LOG R/1R
0,000 100,00 100.0

p.020 98,0 97.5 3.043 x 10°% 98,8 0.5 0.0283 8.40 x 1077 500 % 1078 0278 903 x 1w 7.5 4153
0,075 97.0 96.0 7.218 x 1078 97,6 1,03 0.0572 1,60 x 107° 5,53 x 1070 0.305 1.04 x 100 -7.26 1.2
0,030 97.0  94.7 1.047 x 1877 00.65 2,32 0.1289 3.79 x W07 3 gser 1,93 x 108 70 cues

- - .z (] .
0,055 96.0 93,5 1.370 x 10 95.68 2.60 0.1447 4.24 x 10 8 9.46 x 10 8 0.448 1,53 x W0 702 - TT

- . -7 .
Boud0 96.0  92.5 1.6%91 x 1077 94,97 3,6d 02025 5.02 x 10 B vl x 1077 0,538 1.8 x 10° -6.96 039
w045 95,0 B9.5 2.581 x 1077 02.19 5,70 0.3216 9.37 x 1075 103 x w7 0570 1,95 x 10% <678 0,32
7 7 7 [

1.050 9.5 86,0 3.950 x 107 8B.87 8.9% 0.,4007 1.45 x 1’ 2,50 x 107 0,580 2.48 x WU RO L A HT ]

h,055 94,0 B5.0 4.34d x 1077 g8.12 9.57 0.5359 1.54 x 1077 2,80 x 1077 0,319 1,90 x 107 6.53 00052

G060 93.0 BLO S5.216 x 1070 85.28 11.83 0.6371 1,89 x 1077 3.32 x 107 0.5TL 1,98 x 100 0,48
W06s B1.5 BT 6.067 g 10T BZ.16 1303 0.2THL 2,22 x V0T LTHx 10T 0,468 1.63 x W7 652
WTh B0LS 6T 8707 x 1077 BO.33 1508 WALIL 2,42 x 10T 628 x 070 0038 134 x 100 o2
oy RO LT 1L03d x 107% 810 16,01 WLRROS 2.54 WwToR9 x 0T L322 3 x bt
WD B0 T 1205 x 1070 76080 17.65 0.9470 2,69 x 0BT 0005 x T .28 L.an x 10f Leer 12ae

Qmax = 18



TABLA IV

vi FB FA (o) F Q z () (H) B/ R/ LOG L 1OG Wi

H0n TR0 100,

o012 9005 9912 2,74 x 1008 100,00 00,251 0.0138 8,58 x x 1028 passa 7040w 108 772 <1isma
h016 - 99,8 99,0 3,64 x 107p 100,00 00,502 0.0279 1.71 x x 100 0.8844 144 x 10 7,71 -1.54
4,020 99,0 98,7 4,55 x 107, 100,00 00.252 0.0140 B8.58 x x 107 0,2325 3,80 x 10g -7.43 -1.84
0,024 99,0 98.2 8,01 x 10, 99,82 00.757 0.0421 2,56 x x 10 g 0.4714 7,72 x 105 -7.26 -1.35
0,028  98.5  97.7 1.14 x 1013 0 X x 1005 0.2808 4,76 x 100 -7.05 -1.38
0,032 98.5 96,5 1.48 x 10 0 X % 107, 0,8515 1,40 x 10 -7.09 -0.8%
0.036 98.0 95.5 1.83 x 1077 X x 1070 0.8820 1.45 > log -7.01 0.7
0.040  98.0  94.5 2.17 x 10] X x 1075 1.2330 2.04 x W0, -7.01 -0.600
0.044  97.5 93,0 5,07 x 107, 4 x x 110_7 1.0090 70; x 10 -4,.?1 0;‘{;
0.048  97.5 91,7 3,97 x 10 X x 1004, 0.9804 1,03 x 10, -6.09 -0.
0.052 97.0 89.7 4.87 x 10.) x x WL 1.0440 174 mg 6,62 -0.18
0,056 96.5 88.2 5.70 x 10_% 3 x 100, 0.0708 1,02 x W0, 6,53 -0.08
0,060 96,0  86.7 6.05 x V0] x ix 1074 0.9226 1.31 x 10 <646 0.060
0.004 93,5 85,2 8.17 x 1007 1 x 1000 07667 128 x 100 6,33 0.1
0.068 0 )55 x 100) x 4x 1000 0.6645 112 x 10g -6.21  0.2%
0.072 5 x ol x n 1002 000123 105 % 100 -0.10 0.3
0.070 5 x 1070 4050 x 3107, 0.3760 9,76 % 10 6.1 051
0.080 0 PR 13,830 0.7683 4,52 x . 36 107 00813 B22 x W00 603 05D
0.n84 X 10_'1’ 14,440 0.802F 1.71 1():'7 x G000 04309 7 x

088 x 10 1,7 1.8 x 100 ] x 10 0.3815 X

0,092 x 1h 15 500 x 1ol x 10,0 0552 %

0,090 x 1507 1.86 x 102 L lol 0326 9 x

4. 100 x 1070 15,380 08517 1,96 x 01 x 1ol 0.2803 x

0104 x 1007 15,000 (.8333 4.83 x 1075 9 x 1o 0.2921 x

0.108 x 10,{‘ 15.080 0.8380 .84 x 10 2 X 0e 02200 x

0.112 x 100y 15,050 0.85.8 .95 x 10 . x 1070 0.2003 x

0116 x 1077 15,540 0,8632 3.96 x 107 x 1070 0.1007 x

0120 x 10 (‘ 15,630 0.8681 4.98 x tu7] x 107/ 01774 9 x

0.124 2x m:(‘ 15,230 0.8461 4.84 x 107 4x 107 0.1593 X

0128 1 x loTe 15,520 0.8510 3.86 x 1072 x 1o 0.1402 X

0.132 x m_b‘ 15.990  0.8882 5.06 x 1075 5 x 1070 001405 x

0.136 X 100 16,570 9.9205 5.23 x 0] x 1oy 01432 X

0.140 x 100 16,189 0.8987 5.00 x 10, x 1lg 01312 X

n1ad g 16,670 0.9259 5.23 x 107 x 107, 6.0832 X

0.148 x 107 . 16,880 0.9380 5.29 x 107, x 1070 00608 x

0.152 x 1077 66,91 17.350 0.9637 ¢ x 1077 x 1077 0.0489 x

Qmax = 1§



TABLA V

FB FA (1ygp) ¥ qQ R (8) () B/ R LOGR
90.0 90,0

8.5 89.0 1.062 x 10°% 9015 00,5587 0.0083 7.318 x 10°% 3.30 x 1070 2.216 2.52 x 10° -8.48
89.0 880 2118 x10°% 08,30 1.1240 0.0067 1.468 x 10°% 6.50 x 1070 2.258 2.58 x 10° -g.18
89.0 §7.0 5254 x 10°% 95,70 3.1090 0.0s08 4.419 x 10°% 3.35 x 10°% 5,290 6.00 x 10° -8.07
88,5 86,0 7-935 x 105 0185 40000 0.0597 5,171 x 10°% 276 x 107 1em1 2.6 x 108 785
88.0 5.0 1.060 x 1077 92,81 0.2860 0.0938 8.105 x 10°° 249 x 1078 3248 3.76 x 10° -7.60
87.5 84,0 1326 x 1077 91,92 74290 0.1100 9.553 x 107 x 2,577 209 x 10° 7.43
87.5 82.0 1.590 x \ﬂ'7 89,88 9.1950 0.1372 1.179 x x 2.873 3.34 x |06 -7.38
B7.5 81,0 1.852 x 1077 88,03 10.3400 0.1544 1.323 x x 2500 2,92 x 108 7,27
87.0 79.0 2,291 x “7.7 86.92 11.6300 0.1736 1.424 x x 1.838 2.15 x 106 7.09
B7.0 78.0 2,727 x 1077 84.28 14.3300 0.2169 1.850 x x 2,100 2.47 x 10° -7.05
8.0 76.0 3161 x 1077 220 10.3700 02443 2.079 x x 1,920 2.25 x 10° 6,96
86.0 73.5 3.593 x 10 RO.11 1B.7500 0.2793 2,369 x X 1.936 2.28 x “Yﬁ -6.91
85.5 7.8 4,022 x 1(1'7 78.00 20.5900 0.3073 2.600 x x 1.829 2.16 x IH(’ .84
85.5 69.5 4,669 x “l»] 75,30 23.5300 0.3512 2,064 x x 1,738 2,06 x ID{‘ 6.76
85.0 67.5 5.312 x 111.7 73,17 25.4400 ©.3798 3,197 x x 1.512 1,79 x ‘Ub 6.67
85,0 65.0 5.954 x lu"; 71.03 27,3800 0.4087 3,432 x x 1,362 1.62 x l"b -6.59
£4.5 63.0 6.588 x 10.7 68.88 28,9200 0.4316 3.615 x X 1.216 1,45 x “‘6 ~0.52
8.0 61.0 7.221 x 1077 66.71 31.3300 0.4675 3,906 X x 1,178 141 x 0% -6.48
830 59.0  8.067 x 1077 0453 33.3300 0.1975 4.146 x x 1,057 1.26 x 10° -5.90
83.0 57.0 8.890 x ll“7 62,34 35,3700 ©.5278 1,308 x 4,974 1,17 x ‘l)[' -6.34
82.5 55.0 9,746 x ]“.7 0. 14 37,4200 0.4586 4,631 x 0.905 1.09 x !n" -06.29
s40 535.0 1,058 x 1070 59,93 30.5100 05896 4.877 x 0.855 1,03 x 10° -6.24
81,5 51.0 1.170 x 10°®  50.89 10.7400 0,008l 5.017 x 0.750 9,09 x 107 -6.17
81.0 49.0 1.252 x 10‘6 65,25 42,2400 0.6304 5,188 x 0.707 B.59 x 103 -6.13
81.0 18,0 1.362 x 1()7“ 53.00 24,3800 0.6623 5.437 x 0.664 8.09 x 1(]S -6.08
80.5 46.7 1.472 x ]ﬂ-[’ §1.35 16.2500 0.6903 5,653 x 0.623 7.61 x lDS -6.04
50,0 44.5  1.5B1 x 10°% 40,68 47.8000 0.7130 5.827 X 0.585 7.14 x 165 -6.00
0.0 43.0 1.690 x 1070 23.00 49.3700 0.7369 6.004 x X 0.551 6.76 x 10° -5.96
9.5 41.5 1,834 x lu"' 46,92 50,3200 0.7510  0.104 x x 0.498  6.13 x lﬂs 5.91
79.0 40.5 1.976 x lﬂ-‘ 45,83 51.2300 0.7651  6.206 X x 457 5.64 x lﬂﬁ -0.56
78,5 39.0 2.118 x 1()‘(’ 44.73 51,9500 ©.7753  0.271 x x 0.420 5,20 x “)5 5.82
78.0 38.0 2,259 x 10.[’ 43,63 53,2500 0.7947 6,412 x x 6.396 4.91 x 105 -5.79
77.5 37.0 2,400 x lﬂ-ﬁ 42,52 54.2500 0.8097 6.517 X i x 0,372 4.63 x 105 -5.75
77,0 36.0  2.602 x 1070 41,40 54.0700 0.8200 6.587 x 107 x 0,339 4.22 x 10° 5,71
76,5  35.0 2.804 x 107 4151 54.6700 0.8159 6.535 x 107/ x 0.303 3.79 x 10° -5.66
75.5  34.0  3.000 x 1070 40.38 $5.7000 0.8311 6.643 x 1077 3 x 0.284 3.56 x 10° -5.63
75.0 3.0 3.200 x 10°° 39,25 56.7600 0.8471 6.752 x 107/ x 0.267 3.35 x 10° -5.59
7405 33.0 3.402 x 10°% 38,73 $7.1400 0.8520 6.782 x 1077 x 0.249 3.15 x 107 -5.56
74,0 32.0 3.631 x 10°%  37.50 £8.2200 0.8689 6.893 x 1077 2.04 x 107 0.231 2.05 x 105 .5.53
73.5 31.5 3.864 x ‘U-{, 37.07 58.3300 0.8700 6.890 x ID-7 317 x l(]'(‘ 0.217 2.74 x 105 -5.49
73,0 30.5 4.094 x 10 35,92 50.4900 0.8872 7.004 x 1077 3.39 x 1070 0,206 2.61 x 105 -5.46
720 30.0 4.323 x 1070 35,35 503000 08933 7.036 x 1077 .61 x 100 0,104 2.46 x 105 -5.48
71,5 200 4.550 x 10°C 39,81 60,2800 0.8998 7.070 x 1077 3.84 x 107 0,184 2.34 x 105 -5.41

Qmax = 67



FBFA ®ror) F Q [ (8) (n) B/ Rl LOGL WG R/I-R
97.0 96,5

96,5 96.0° 2.118 x 10°% 98.42 01.595 0.02093 1.76 x 10" 3.57 x 1070 4925 6.97 x 100 -p.48 -1.502
96,0 96,0 3.169 x 10°% 97.62 02.145 0.03350 2.35 x 10°% 8.00 x 1077 2,915 4.13 x 10% -8.00 -1.460
95.5 95,5 4,214 x “l-ﬁ 96.81 02.953 0.04615 3.24 x lﬂ'a 3.89 x 10-7 0.083 1.18 x lﬂs ~0.41 -1.315
95.0  95.5 5.254 x 1078 96.00 03.767 0.05886 4.12x 10°% 1,13 x 1078 3651 s.2t x 108 -7.04 -1.208
95,0 95.0 7.935 x 10°% 04,92 04.309 0.06705 .70 x 10°8 3.8 x 1078 1,490 2013 x 108 -7.40 1,137
94.0 945 1,060 x 1077 92,75 06.526 0 x 1078 3.0 x 1078 z.035 2.01 x 10 7,45 -0.01
94.0 94.0 1.326 x 1077 91.36 07.902 0 x 108 467 x 1078 1ie3s .60 x 10 o233 0,851
93.5 94,0 1590 x 1077 B9.84 09.205 © 9.97 x 1078 5,02 x 1078 1.683 2.42 x 100 7,22 0774
93,0 93.5 1.852 x 1077 88.19 10.870 17 x 107 6,77 x 1078 1,735 2,50 x 108 27,16 -0.689
03.0 93.0 2.291 x 1077 8610 12.930 0 L3nx107] B w107t 1S53 228 x 100 -7.00 -0.596
92.5  93.0 2.727 x 1077 §3.65 15.210 0 Vo3 x 1077 109 x 1077 1498 2.17 x 10° 6,06 -0.506
92.0 92,5 3.160 x 107/ 8i.68 17.190 U i 1077 1.3« 1077 1,399 2.03 x 10° 6,88 -0.435
92.0 92.0 3.593 x 1077 79.44 19,460 0.30500 2.08 x lLl.7 1.51 x 10.7 1.376 2,01 x 1(10 -6,82 0,359
91.5 92,0 1,022 x 1077 76,91 21800 0.31060 2.32 x 1077 1,69 x 1077 1.370 2.00 x 10° -6.77 -0.280
91.0 91.5 4.669 x 1(7.7 74.36 24,170 0.37760 2.57 x x ]0‘7 1.226 1.80 x 10“ “6.67 0.217
90.5 91,0 5.312 x IOVZ 71.91 26,450 0.41320 2.80 x X 10.7 1,120 1.064 x 1[)6 6.0 -0.152
90.0 9u.5 5,951 x 1077 69,77 28.610 0.44710 3.02 x X l(|-7 1,036 1.53 x 1"ﬁ 6,53 -0.092
90.0 90.0 6.588 x 10‘7 67.63 30.600 0.'7810 3.23 x X 10-7 0.962 1.42 x ‘ﬂo -6.47 -0.038
89.5 89.5 7.221 x IU-? 65.97 32.090 0.50140 3.3R8 x X 10-7 0.879 1.30 x lﬂc 6,41 6.002
89.0 B9.0 8.067 x ll“7 62.92 35,220 0.55030 3.0 x x 1(3-7 6.847 1,26 x ll)b -6.30 0.087
88.5 B9.0 8.909 x IH-T 60,57 37.140 0.58500 3.92 x x 1(]77 0.787 1.17 x ll)“ -6.30 0.149
88,0 88.5 9.746 x 1077 58,76 35.280 0.61380 .10 x x1077 w728 1,08 x 108 6,20 0.201
86,0 88.0 1.058 x 10°% S6.84 A1.080 0.63190 .28 x x 1077 o.680 1.02 x 108 6,20 0.253
7.5 87.5 1.170 x 10°% 55.02 42.700 0.60860 4.15 x x 1077 p.e13 922 x 108 -6.34 0304
87.0  87.0 1.252 x 1077 53.35 14,340 0.69280 4.60 x x 1077 o0.580 8.74 x 10° “6.10  0.353
80.5 86.5 1.362 x 46,300 0.7230 1.79 x X 1(7‘7 0.592 B.19 x l(‘s ~6.05 0.417
86.5 B6.0 1.472 x 48.030 0.75050 4.95 x x 1077 0.507 7.68 x 10° -6.01 0.478
B6.0  86.0 1.381 x 49.210 0.76890 5.06 x x10°% 0.a71 7.5 x 10% -s.06 0,522
85.5  BS.5 1.690 x 50380 0.78720 5.17 x x 1070 0.an 671 x 10° -5.93  0.568
84.5  B5.0 1.831 x 51.770 0.80899 5.30 x x10°% 0.407 6.20 x 10° 5.8 w.6%
B4.0 84,5 1.976 x 52,840 0.B2560 5.40 x x lﬂ'b 0.376 5.75 x 105 -5.84 0.675
84.0  84.0 2.118 x L7700 0.84020 x x 107" 0,319 5.35 x 107 -5.80  0.720
B3.0 B4 2,259 x 54,856 (LBSTIO x x lﬂ-ﬁ 0,328 5.03 x l(l'(' =5.76 0,778
83.0 83.5 2.400 x 55.810 0.87200 x x Iﬂ-(' 0.308 4.75 x ‘US -5,73 0,833
82.5 83.0 2,602 x L6340 0.88500 3x X 1“70 0,282 4.36 x 105 -5.69 0.880
81.5 82.5 2.804 x 57,620 0.90040 x x 1(\’0 0,261 4,08 x N]L -5.65 0.95%
81.5  B1.5 3.004 x $8.490 0.01300 x 1070 0204 3,78 x 107 -561 10X
81.0 81,0 3.204 x $0.180 0.92470 x x 1070 0,227 3.58 x 10° 5,58 1,080
80.5 80,5 3.402 x 50,500 0.92060 x x Hl-[‘ 0.212 3.31 x ‘US -5.55 1
79.5 80,5 3.634 x 60,270 0.94170 6.02 x x10°% 0108 3010 x 107 1.2
79.0 79.5 3.804 x 60,850 0.95080 6 07 x x 1"‘6 0.186 2,91 x 1.286
78.5 79.0 4.094 x 61,320 0.95810 6.10 x X ]ﬂ-[l 0.175 2,75 x 5.45 1.35%
78,0 78,5 4.323 x 1 62.110 0.97050 6.16 x « 1078 0166 2.61 x 10° 5.3 151
7.5 18,0 4.550 x 62.080 0.97000 6.14 x x 1070 0156 2,40 x 10° w540 1.5

qnax = 64
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FIGURA 14

Efecto del tiempo sobre las lecturas obte
nidas. A una solucién de anticuerpo sc

le agregb una concentracidn media de hap-
teno y se midié a diferentes tiempos ( 0

aldih).
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TABLA VI

Concentra
cién molar
SI-DNP-Lis CPM 1 CPM B I B B/1Y L0G H 106G r/1-r
7.35 x 107 489,000 100,000 1.5 x 1073 2.05 x 101% 136 -4.8239 1.612 0.976
449,000 66,700 1.38 x 10°° 3.10 x 10 223 -4.8601 - 1.476
3.67 x 10°% 207,000 59,800  6.38 x 1070 184 x 1008 289 -5.1052 0,889 0.876
2427000 9,200 7.7 x 10°% 2,84 x 10 2038 -5.1267 -0.805 0135
183 x 100 63,000 108,000 1od x 1070 B3ax 1070 1920 52z - 1.670
89,200 59,900 2.75 x 10_(; 1.56 x 10‘6 L8700 -5.5607 -0.4360 06.742
62,200 88,700 1.91 x 10°% 2,73 x 10°% 1la20 -5.7100 - 1300
9.10 x 1077 25,900 45,500 7.98 x 1077 1,40 x 10°6 1,750 -6.0986 0.301 0. 666
4.55 x 1077 10,400 27,000 3.22 x 1077 8.33 x 1077 2.58  -6.4921 -0.1821 0.396
8,440 24,400 2,60 x 1877 7.52 x 107 2.89  -6.5850 -0.2534 0.358
2,27 x w7 5,270 12,600 1.62 x 1077 3.90 x 1077 2,40 -6.7908 -0.6119 0. 185
1,060 11,000 1.53 x 1077 1,32 x 107] 2.82  -6.8153 -0.5867 0. 205
0750 13,000 1.40 % 1077 4,00 x 1077 2.74  -6.B356 -0.6283 a.190
1.38 x 1077 2,960 5,410 913 x 1078 1.66 x 1017 1.82 0395 -1.0660 000
2,890 6,260 8,90 x 10°8 1793 x 1077 2.17 70306 -0.9948 04y
2,980 7,020 9,10 x 10_;3 2,16 x 10_; 2.35 -7 0367 -0,94006 (ISR
3,010 6,570 9.28 x 1078 Zi02 x 1077 2018 -7.0323 -0.9520 0096
6.9 %108 1,600 G300 2003 x 1008 132 x 107] zoes 73072 -1.07a0 0.062
1,400 37100 433 x 1078 1013 x 1077 2064 -7.3635 -1.2410 031
2.55 1 128 585 1,400 5005 % 1078 9058 x 1077 151 -TU5166 41,6310 0.021
944 1,550 2.00 x 1078 4 T8 x 1077 1lea -T.536) -1.6328 0,022
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de Scatchard, Hill y Sips.
Scatchard;

En las Figs.15,16,17 y 18 sc muestran los trazos de Scatchard

obtenidos tanto por apagamiento de fluorescencia como por dif-
lisis en equilibrio. Como control se utilizaron unas §-globu
linas heterogéneas duc por reportes anteriores (49) sc conocia
presentaban uﬁ brazo ascendente al probarlos por diflisis en

equilibrio. En la Fig. 15 se muestra la presencia de este bra
zo ascendente a concentraciones bajas de ligando pegado y a va
lores altos de la relacib6n B/H. Sin embargo, este brazo es pe

quefio y répidamente cac cn un trazo casi rectilineo.

Al mismo ticmpo se probaron unas &-globulinas normales sin acti
vidad anti-DNP. En la Fig. 15 sc puede observar que la fija-
cibn de ligando es nula en comparacién con la fijacibn que pre-

sentan las §-globulinas hetcrogéneas con actividad anti-DNP.

Para el caso de la IgA, la Fig. 16 presenta un trazo en ¢l cual
a bajas concentraciones de ligando pegado y a una relacién alta
de B/H existe una pequeiia dispersién de puntos, pero al ir au-
mentando la concentracibén de pegado, los puntos cacn en una 11-
nea recta, esto es a medida que la relacién B/H disminuye y au-
menta el pegado, la recta desciende hasta interceptar con las
abscisas (B). A partir de este intercepto se¢ pucde conocer la
concentracidén total de sitios activos (SU): al hoacer una regre-

sién de los puntos, se puede conocer el intercento en la ordena
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FIGURA 15

En esta figura sc muestran a) Los trazos
de Scatchard para unas d-globulinas hete
rogéneas con actividad anti-DNP como los
trazos para unas -globulinas normales.

b) La curva de apagamiento (Q) vs. llapte
no total para las ¥-globulinas heterogé-

neas.
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FIGURA 16

En esta figura se muestran a) La curva de
Apagamiento de la fluorescencia (Q) vs.
Hapteno toal de 1ﬂ‘lgA. b) Los trazos de

Scatchard para el mismo anticuerpo.
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FIGURA 17

En esta figura se muestran a) La curva de
Apagamiento de la fluorescencia (Q) vs.
Hapteno toal del anticuerpo monoclonal

1gG b) Los trazos de Scatchard para el

3
mismo anticuerpo,
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"FIGURA 18

En esta figura sc muestran los trazos de
Scatchard para el anticuerpo monoclonal

IgGs obtenidos por Di4lisis en equilibrio,
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da (/1) y asf el valor de K;A ¥ K, por el valor de la pen-

diente (-ZKZ).

Para la (g6, que se probé por los dos métodos, el trazo de

Scatchard que sc presenta es muy similar en ambos casosi a ba-
jas concentraciones de ligando pegado se¢ presenta un brazo as-
cendente, el cual se caracteriza por un mixiwo que sec mantiene
a concentraéiones de pegado intermedias y desciende en un tra-

z0 tectilineo a concentraciones mayores, Figs. 17 y 18.

En la Tabla VII se muestran los valores de los cstimados para
las constantes del primero y scgundo sitio activo (Kl Yy KZ) cu
ya relacidén nos permite conocer el valor de @ y de esa manera

saber si estos valores cumplen con la condicién del nfiximo.

En la Tabla VIIT se muestran los valores de los estimados de la
relacibn K2/K1 que fueroan calculados de acuerdo a las ecuacio-

nes 20, 21 y 22 con los valores de B Y B/HMax obtenidos a

Max
partir de 3 métodos diferentes:

a) A portir de By, =S - S,/ e
b) Del cfilculo del coeficiente de Hill
c¢) Directamente de la grifica

Aunque existen discrepancias para estimar el valor de Ky a par
tir de estas ecuaciones, en todos los casos el valor de K2 [

consistente con Kz> KI/A. Hay que hacer notar que es la eccun



TABLA VI

DATOS PARA CONOCER LOS ESTIMADOS DE K, Y K, EN ANTICUERPOS IOMOGENEOS (1gGy ¢ IgA).

Concentyucidn . . 1 2
molar de ., Ay x 1077 (B/Mmax  baex 1077 K x100 k; 22087 cn o3 w4 BS

protofna x 10

% a, 0.625% a. 0.878 a. 9.51 a, 38,04
3.0 1.5 b. 0.670 b. 1.268 1,333 ----- 1.7326 1.57 b.10.99 b, 43.81
c. 0.720 c. 1,400 c.12.70 c. SU.R3
. n. 1,025 a. 1,523 a. 4,08 a. 36,32
5,2 2.6 h. 0.970 b, 1,140 1.290 e---- 1.281 1.14 b. B.17 b, 32.40
c. 0,980 c. 2,000 c. 8,28 c. 33.14
. a. 2.880 a. 6.150 a. 5.2 a, 20,99
0.21 0.105 b. 2,880 b. 6.323 1.168  ----- 1.430 1.13 b. 5.25 b. 20,99
c. 2.880 ¢ 7,520 €, 5.25 c. 21,16
.
.80 LI R TR PP 6.360 1,374 -e-es 0.87 0.21 0.8042
*
7.10 “3055 0 ceersaee rereaeas 5.630 1.604 ----- 1.05 0.28 1.1396
b TaGy a. Bmax obtonida de §_ - S/ (2 1.- Valor obtenido de KyA
& Apadaniento de ta fluurescencia b. Bmax obtonida dc 5q - s2 7 c.u, 2.+ Valer obtenide de -2K
f Diflisis en cquilibrio ¢. Bmax obtenida de 13 grifica 3.- K {ndicc de heterogencidal
+ IgA 4.+ Relacibn K,/Ky
5. 4K,/K)

VIS V1 o3 wvs

39 oS g



ANTICUERPOS HOMOGENEQS (1gG
ESTIMADOS DE LA RELACION ENTRE L

TARBRLA VIIX

A

) ANTI-DNP PURIFICADOS

S CONSTANTES EXPERIMENTALES

DEL lero. y 2o0. SITIO DE REACCION

APACAMTENTO DE LA TFLUORESCENCIA
1

DIALISIS EN EQUILIBRIO

a. Bmax obtenida de S_ - §_ /2

b. Bmax obtenida

de 8°

- 8% 7 ¢,

c. Bmax obtenida de 18 grﬁ?ica.

1 I Al

K"/Kl SIMULACION 6.47 25.90 5.51 22.09 4.3571 17,42
a. 9,51 38.04 9.0682 36.32 5.24 20,99

Kz/Kl ecuacidn b. 10.99 43.81 8.10 32.40 S.24 20,00
(20 c. 12.1 50.83 8.286 33.14 5.29 21.16

a, 1.70 6.79 1.707 6.82 1.7038 6.81

KZ/K1 ecuaciédn b, 10,70 42.82 1.043 4.17 1,8304 7.31
(21) ¢, 56,49 225.85 4.90 19.77 3.3537 13.41

a. 3.77 15.09 3.68 14,72 2.83 11.33

KZ/I(1 ecuacifn b, 10.86 - 43.47 2.57 10.29 2.95 11.80
(22} c, 27.00 108,02 6.33 25.33 4,15 16.16

1.- 4= 8K,/K; = grado de cooperatividad
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cidn 20 donde se presenta en méror grado esta variacién al es-
timar el valor de Kz por los 3 métodos mencionados y un valor
promedio de esta constante es cerca de 33 veces mayor de lo es-

perado sino hubicra interacciones.

Curva de ajuste y simulacién.

Debido a que los 3 métodos utilizados para calcular /8 dan re-
sultados nuy discrepantes Tabla VII, se recurridé a un mecanismo
de evaluacién de los valores de,3 obtenidos por los distintos
métodos. Para esto sc instrument$ un método mediante el cual a
partir de los valores de Kl' Kz y Ao se obtuviera una curva si-
mulada o tebrica que describiera mejor los puntos experimenta-
les Figs. 19, 20 y 21. Sin cmbargo, la seleccibén de 1la mejor
curva seguia haciéndose de una manera subjetiva, por comsiguien
te, se instrumenté un método objctivo que nos indichd cufil era
1la curva que describﬁa mejor los puntos experimentales y de es
ta manera se obtuvieron los valores de Kj, K, y Aj asi como .8

que se presentan en la Tabla IX.
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FIGURA 19

En esta figura sc muestrun las curvas de
Simulaciéon y Ajustc para la IgA obtenidos

por Apagamiento de la fluorescencia.
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FIGURA 20

En esta figura se muestran las curvas de
Simulacibén y Ajuste para el anticuerpo
monoclonal lg(i3 ohtenidas por Apagamicen-

to de ta fluorescencia,
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FIGURA 21

En esta figura se mucstran las curvas de
Simulacibén y Ajuste para ¢l anticuerpo
monoclenal 1gG; obtenidas por Diflisis

en equilibrio.
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TABLA X

VALORES DE LOS ESTIMADOS DE Ky Y K, OBRTENIDOS POR EL METODO DE
SIMULACLON-AJUSTE PARA ANTICUERPQS HOMOGENEQS (lng e IghA)

concentracidn 7 6

molar de .7 A x 107 Ky x 10 K, x 108 B’ N’
protefna x 10 o
3.0%g 1.5 1.52 9.84 25.89 6.47
H
5.2*% 2.6 1.54 8.68 22.25 5.63
18.0*% 9.0 1.4 6,10 17.42 4.35
7.5+h 3.6 6.9y z.u7? 1.18 0.29
7.1 3.58 6.49 ] 1.41 0.87 0.21
(1) B = dK,/K, * 186Gy § Di&lisis en equilibrio

+ IgA

(e) N = KZ/K1 & Apagamiento de la fluorescencia
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DISCUSION

En este reporte se presentan evidencias de que durante la reac-
cibén de un anticuerpo monoclonal con su hapteno monovalente se
observa al igual que en un anticuorpe policlonal, un brazo ascen

dente indicativo de cooperatividad.

Este estudio era descable ya que sabemos que las poblaciones he-
terogéneas de anticuerpos producidos cn respuesta a la estimula-
cién antigénica, representan el producto de numerosas clonas ce-
lulares que produce cada una de ellas un -anticuerpo homogénco
(1,6). De esta mancra, la respuesta inmune humoral inducida por
un conjugado hapteno-proteina se caracteriza por la produccién
de una poblacién hetcrogénea y altamente especifica de anticuer-

pos.

En 1a teoria de la seleccién clonal sc implica que el sistema in
mune responde al antfgeno por secleccibn, activacién y expansién

de las clonas de linfocitos precomprometidos con un determinante
antigénico en particular; por lo tanto, la respuesta inmune humo
ral es el resultado de la suma del producto de muchas clonas in-

dividuales.

Siendo 1a célula formadora de anticuerpos, una célula en "estado

final" es incapaz dec llevar a caho mayor diferenciacidn y sélo
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bajo transformacion maligna puede producir grandes cantidades

de inmunoglohufina homogénea.

Sin embargo, actualmente bajo ciertas condiciones una célula in-
mune puede fusionarse con una célula tumoral y generar un hibri-
do que sintetiza anticuerpos homogéneos o monoclonales. [n este
trabajo se utilizé la técnica desarrollada pov Kéhler y Milstein
para hibridacién celular somfitica para la obtencibn de un anti-

cuerpo monoclonal especifico de 1a clase IgG y con actividad an-
ti-DNP. Por el esquema de inmunizacién enpleado era de esperar-

se se obtuviera una inmunoglobulina de la clase G, que por otra
parte era necesaria pard el tipo de ensayo en que se le iba a

utilizar.

Se hace notar que para la finalidad del trabajo, no fué necesa-
rio determinar el nimero de clonas, ni los porcentajes de hibri-
dacién, ya que se requeria dnicamente de una IgG con actividad

anti-DNP homogénea.

La técnica utilizada para clonacién fué la dilucibén limitante.

Aunquc no se comprobd por microscopia que en la Gitima dilucién
hubiera una sola célula, la homogencidad del anticuerpo quedb

de manifiesto por las pruebas de isoelectroenfoque y por la ban
da de precipitacién obtenida por DID, que nos indica que ¢l an-
ticuerpo pertencce a la subclase lgG3. Ademés, el que los tra-
zos de Scatchard desciendan en forma casi rectilinea es compati

ble con homegencidad.
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Al someter al anticuerpo a una curva de distribucién de afinida-
des se encontré que presenta una sola curva, lo cual, ademids de
confirmar lo anteriormente diche coincide con los resultados ob
tenidos en la IEF, en la DID, en el IEE y en los trazos de

Scatchard.

En este trabajo sc utilizaron dos anticuerpos homogéneos, uno
producto del mieloma MOPC-315 que es de la clase IgA y otro pro

ducto de un hibridoma que es de 1a clase IgC,, ambos con activi

3
dad anti-DNP, para cvaluar mediante las técnicas de Apagamiento
de 1a fluorescencia y la Dialisis en equilibrio la presencia de

interacciones en la rcaccién antigeno-anticuerpo.

Por los resultados obtenidos se confirma la existencia de inter-
acciones positivas en uno de los aﬂticuerpos homegénecos (IgGS)
por la presencia de un brazo ascendentc a valores bajos de ligan
do pegado cn la reaccién de fijacién entre los anticuerpos biva-
lentes y el hapteno monovalente. Este brazo ascendente es consis
tente con cooperatividad entre los sitios activoes del anticuc}po
de acuerdo al Modelo Tebrico (Anexo 1) y al de otres autores

(13,59).

Aunque estos Tesultados no coinciden con la hipbtesis més comdn
mente aceptada de que la unién del antigeno ocurre en forma in-
dependiente del sitio de unién del anticuerpo (NO interacciones)
puesto que, en los trabajos donde se apoya dicha hipbtesis se

utilizaron anticuerpos heterogéneos y sc explica el fenbmeno
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como producto de 1la heterogeneidad inicial y no mediante 1la he-
terogenidad generada durante el transcurso de la reaccibm, debi-

do a que bajo estas condiciones es diffcil diferenciarlas.

Pese a lo anterior se ha reportado la presencia de interaccioncs
positivas en inmunoglobulinas divalentes heterogénas con antige-
nos monovalentes y polivalentes (8,10,49) por la presencia dc un
brazo ascendente en los trazos de Scatchard, detectado a concen-
traciones bajas de ligando pegado en una gr4fica de Pegado/Libre
contra Pegado, Sin embargo, estos resultados no fueron conclu-

yentes, debido a que se trabaj6é con anticucrpos heterogéneos y

la reaccién fué medida por Dislisis en cquilibrio, por lo que es
tos resultados fueron considerados como producto de un artefacto
experimental. Para descartar estc efecto en este trabajo se en:
sayaron anticuerpos homogéneos tanto por apagamiecnto de 1la fluo-

‘rescencia como por difilisis en equilibrio.

Como en la diflisis en equilibrio existe una gran variacion, par
ticularmente a las concentraciones a las cuales se detecta cl
brazo ascendente, esto podria favorecer el que este brazo fuera
producto de un artefacto, lo anterior se rechaza al comparar los
trazos muy similares tanto con los valores de diflisis como con
los de apagamiento Figs. 17 y 18. Por la técnica de apagamiento
no existe 1a variante de los pequefios volimencs, ni el error por
manipulaciébn al obtener la muestra, asi como el que 1la rcaccién
se encuentre en equilibrio sin ihportar los tiempos a los cuales

se agrega la muestra, El que las curvas cxperimentales sean muy
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similares a las curvas tebricas apoya el que el brazo ascenden-
te no pueda ser explicado por otro tipo de razonamiento que no

sea el de cooperatividad.

Aunque el apagamiento de la fluorescencia es més confiable que
la ‘diflisis en equilibrio, pueden todavia existir posibles arte-

factos como fuentes de error:

1) Tiempo para alcanzar el equilibrio. Este artefacto puede ser
eliminado, ya que al probar el cfecto del tiempo contra la con-
centracién media de hapteno, se observa que se alcanza dicho e-
quilibrio desde el tiempo cero hasta las 3 h. Fig. 14. Por lo

tanto los valores obtenidos no son efecto de una cinftica.

2) Estimacién de la concentracibn de proteina. Para hacer los
chlculos de nhtcﬁcibn de los pardmetros de la ecuacién de
Scatchard (B y H) se infiere la concentracion molar de proteina
(concentracién de proteina por D.O. a 280 nm y se infiere que ci
100% de 1a protefna esta activa, asi como la confiabilidad de la
lectura, por lo que se recalcularon en un 2, 2.5, 0.75y 0.5 ve-
ces de su valor. A valores altos de concentracién molar de pro-
teina sc obtienen valores negativos para el ligando libre en los
primeros puntos de la titulacién, error que se ve incrementado a
medida que el factor de error aumenta. Sin embargo, cuando el
valor de la concentracién molar de proteina es bajo, el tamafio
de la curva decrece sin desaparecer ¢l trazo tipo, en este caso
el brazo ascendente, aunque con valores menores para la constan-

te de afinidad. No es asi para c} caso de la diflisis en equili
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brio, cn donde el valor de la concentracién molar de sitios

activos se condce a partir del intercepto en las abscisas (Sn),
ventaja que tiene sobre el apagamiénto de 1a fluorescencia. Pe
ro mediante 12 técnica de ajuste y simulacién se reduce el efec

to antes mencionado para dicha técnica.

3) Calculo de la Qmax. E1 apagamiento de la fluorescencia tiene
como defecto el chlculo de la Qmax para anticuerpos heterogéneos
que vendria a ser el valor promedio de todos los anticuerpos di-
ferentes que existen en 1a muestra. Al utilizar un anticuerpo
homogéneo el valor de Qmax es idéntico para todos los anticuer-

pos, lo cual no tienc efeccto para este caso

La 1gA sc tomb como una molécula patrén y sbélo fué ensayada por
apagamiento de la fluaorescencia. Por el trazo que presenta se

puede decir que es indicativo de NO interacciones, Jo cual coin-
cide con los valares de la relacibn de K2/K1 que son cercanos a
0.25 y los valores dc/5 lus cuales no cumplen con la condicidn

del miximo, ya que son cercanos a unc Tabla VIIl . Todo lo an-
terior coincide con lo reportado en la literatura para csta pro-

tefna.

La IgG3 fué ensayada tanto por apagamiento como por didlisis y
en ambos casos es cvidente la presencia de un bhrazo ascendente
que es sinbnimo de cooperatividad (17,18), lo que a su vez com-
cuerda con los estimados para 13s constantes del primero y se-
gundo sitio activae (Kl y KZ] cuya relscibn tiene un valor mayor

de 0.5 y loi valores deggue son mayores de 2 para la cendicidn
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del maximo. Los datos en las Tablas VIII y X apoyan el que
esta protefna sea cooperativa a diferenciu de la lgA‘quc no lo

es.

Los valores de K, varian dependiendo del mérode utilizade para
calcular los valores de (B/H)max y Bmax, asi como las ecuacio-
nes utilizadas para calcularla. Sin embargo, todos los valores
son consistentes con K2 Ky/4 (Tabla VIIT). El vator de K, que
menos varfﬂ es el que se obtiene por la ecuacibdn 20 independien-
temente del método utilizado para calcular ¢l miximo y el valor
promedio de esta constante es cerca de 33 veces mayor de lo espe
rado sino hubiera interacciones. Este valor tan elevado nos da
un indicio de la homogencidad de la preparacién y del grado de
cooperatividad de la misma. Ademfés el trazo obtenide es muy si
milar al de curvas tebricas en las que se trabaja con antciuer-
por homogéneos y mezclas porcentuuales de éstos. Entre si tanto
la curva de apagamiento como la de didlisis son muy similares

lo cual descarta ain mis el que este fepbmeno sea producto de

un artefacto experimental.,

Tanto la TgA como 1a IgG3 presentan trazos que descienden en una
1inea recta, lo cual coincide con los valores obtenidos para el
indice de¢ heterogeneidad (=¢) a partir de la ccuacién dec Sips.
Estos valores apoyan adn mis el que ambas proteinas son homogé-
neas, ya que Son cercanos a uno y este valor para las Y -globuli-

nas heterogéneas c¢s menor de umo (0.7) Tabla VIIT |

Para climinar la disyvuntiva de qué método v qué ccuacidn utili-
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zar, se instrumentd el método de simulacién y ajuste, sicndn los
valores obtenidos por este método los que describen mejor y mis
objetivamente a la curva experimentul. Como puede ohscrvarse

en la Fig. 22 se graficaron los valores obtenidos para cada méto
do y para cada ecuacién y aunque algunas de ellas describen bien
a los puntos experimentales, el método de ajuste simulacidn es
el mejor porque las desviaciones de los puntos cxperimentales

son minimas con respecto a la curva simulada.

Comparando los trazos de anticucrpos homogéncos y heterogéneos
(cooperativos), las formas de los brazos ascendentes son diferen
tes, ya que para el caso de los heterogénecos cl brazo ascendente
se encuentra muy cerca del eje de las ordenadas y no interceptan
en un punto definido en las abscisas, ademis de que no cae eon un
trazo rectilineo. Mientras que para los anticuerpos homogéneos
el miximo no estéi cerca al eje de las ordenadas ¢ intercepta cn
un punto precisc e¢n las abscisas, yd que cae en un trazo rcctili

neo, lo que apoya que sea homogéneo.

E1 hecho de¢ que dos inmunoglobulinas presenten trazos diferentes
esto e¢s, dos tipo de interacciones., uno positiva y otry negati-
via, podria sugerir que en una respuesta inmune heterogénea no to
das las poblaciones son de tipo cooperativo y que si este cfecto
no hu sido clisicamente demostrado podris ser debido a un cnmas-
caramiento ya sea por que ¢l némero de clonas que secretan anti-
cuerpos de tipo cooperativo seuan muy reducidas o porque existan

interacciones tunte positivas como negativas y lo que se¢ llcpa
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a observar es un efecto conjunto.

Seria importante clonar mis hibridos y determinar la frecuencia
de aparicidon de este fenbmeno y de esta manera probar Qi es un
efecto que presenta segln la clasce de inmunoglobulina y que cs
dependiente de su funcibn o se puede presentar aleatoriamente.
También se podrian mezclar anticuerpos cooperativos con anti-
cuerpos homogéncos no cooperativos tratando de creae poblaciones
con diferentes grados de heterogeneidad y asi valorar el papel

de la heterogeneidad en la aparicién de interaccciones.

Queda por demostrar si ¢l brazo ascendente es resultado de coope
ratividad entre los sitios activos de la molécula de inmunoglobu
lina; si esto es asi los fragmentos monovalentes no mostrardn es

te efecto.
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ANEXDO

MODEIO TEORICO

Sitios Activos Idénticos e Independientes en Anticuerpos Monova-

lentes.

Scartchard (62), postula que la interaccién entre un solo activo
del anticuerpo [S] y unhapteno monovalente [H] con constantes de
asociacién y disociacién Ky ¥y Ky en el equilibrio se puede repre
sentar:

5

H+ 8§ ———*Hs

K4

De acuerdo a la ley de Accién de Masas, la velocidad de forma;:ién
del complejo es proporcional a la concentracién de los reactiyg;.
Por lo tanto, la velocidud de asociacién es Kl[H] [S] v 1a velbl:
cidad de disociacibn es K_1[HS]. En el cduilibrio ambas veloci-

dades son iguales:

Kl[”] fsi = K_, [HS]

H
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donde K, = a la constante de afinidad en ¢l cquilibrivo. Si la
concentracién total de sitios.activos es SD; [S] se puede sus-

tituir por ( lSol - [HS].) en'la ecuacién antevior:

{Hs}

K = y por recurreglo
0 *
€ (S,) - sl )
1S} oy
X, [501 S [HS] ) = e por tanto
L
sl 8 B L yis g ks 6
(D H °

Et

kSo - KB (1)

Esta ecuacibn tienc las siguientes propiedades:
a. Es la ccuacién de una recta, ya que al graficar B/H & [HS]/{H]

contra [HS] 6 B debe de dar una lfnea recta cuya pendiente es -Ko.

b. Cuando la concentracidn de ligando libre [H] es muy pequeiia
[HS]/[H] tiende a kS, o sea al producto de la concentracion de
todos los sitios activos por su constante de afinidad y cuando
[ cs muy grande [HS]/{Hl] tiende a [SO] o sea la concentracién

de todos los sitios activos. Figura 23.

<

KSo

B/H -Ko
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Sitios Actives Tdénticos e Independientes en Anticucrpos Biva-

lentes.

Klotz. (32) du el siguicente tratamicnto al caso en que una mo-

“lécula bivalente sc una a dos ligandos:

La molécula A es capaz de unirse a una o dos moléculas de H

dando los complejos AHI y AH2 o seca: .
A + H <= AHI H AH] + N A“Z

De aqui que las comnstantes de equilibrio medidas experimental

mente K, y K, esthn definidas asi:

U 1) R T
1 K'l

= [Alip] Y De aqui que .:
P v % 1 10 el qui que ..

AHp= Ky [A] [H] Y (2~

A= xz'[Aulx {H] pero Al = K, [A][H#] cntonces..

= 2
AHZ- Kok, [Al[H] (3)
y
[Al= [AJ] - [AH{} - [AH,] donde ... (4)

[A;] = concentracién molar total de anticuerpos bivalentes y
K1 y KZ son las constantes de afinidad experimentales de la

perimera y segunda reaccion,

SEAHp = Ky ATy
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[A] = [A]] - AH] - AH,
A"Z = KZ [AH1| [H] entonces...
A“l = Kl [H] [/\ﬂ] 5 (5 )
1+ K [H] + KKy [H]
y si

AH2 = K,[AH;] [H] = KZK![A][H]2 y [Al = [A ] - AHy - AH,

entonces .

Y
A, = Kika (1% Ay
1+ Ky [H] + KoK, [uf? (o)

por lo tanto ecl ligando total (Bt) es:

- 2
B, = AHj + 2AH, = K1AgH — 2K K AL (1]
1+K | [H]+Ky K [H] 14Ky [H]+K K, [11]2
donde
;. 2
B = _KifAglHl *+ ZKiKoaq[Hl] y de aqui (7))

1+ Ky[H] + lezlntz

—

o= K (Ag-By) ¢ “J(K% (Aq=B.)® + 4B, KyKp(2A,-Bt)
2K Kz (28, - B,)

Se divide entre Kl y se toma la rafz positiva de manera que

*H = 0 cuando Bt =0

0o Bty e Gona? 4 an Ky, (g (8)

2K, (2A, - By )
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La relacibn de pegado sobre libre deriva de 14 ccuacién (7))

. . e 2
RIAOIH] + Zhlszo[H]

B, = AH + 248, = :
L+ Ky IHL + K K, TH]

Dividiendo ambos términos de la ecuacibén entre fl tenemos. ..

. - 2
s ) K A ]+ 2K KAL)
+ K d —
B, = Lo KA g - i
o2
Le K (1) 4 KK,

entonces,

KiAg + 2K KA 1] (o)

B/H =
t " " 2
1+ KHH) + KK (]

y de H y Bt/” se puede obtener la pendiente que es:

d(By/H)  d(BH) dH 2K, Ky 2K Koll-2K K2 o

- " Y
dBy di dB, 1+4KH + K KoH

Cuando los sitios son idénticos y NO hay interacciones, Klotz
ha demostrado que K1 y K2 ¢stfin relacionadas a K y entre si de

la siguiente manera:

M-ty e gonde, (11)
i
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n’= nfmero total de sitios actives por molécula de protefna.

i = nGmero de sitios ocupados por moléculs en la i—esima
reaccién.

En el caso de anticuerpos monoméricos n'= 2 e i = 1 6 2 por

.

lo tanto:

KZ/K1 = 0.25 (12)

En ciertas situaciones Ky vy X, pueden estay relacionadas en for
ma sencilla, Si los dos sitios activos en A son idénticos en
su afinidad intrinseca por H, pero son indistinguibles el una
del otro, se pueden designar para estos propositos colocando a

un enlace a la derecha y otro a la izquierda de A
H-A- y -A-H

se pucde considerar que cada una de estas cspecies mantiene su

propio equilibrio con las especies componentes -A- y i, por lo

tanto:
A+ H T A K= AHZAC]
(H][-A-]
-A- + H === -A-H ; K= L-AHY
[m[-A-1

como los dos sitos son idénticos por su afinidad intrinseca por
H, las constantes de equilibrio intrinsecas K , son la misma.
Esta constante intrinseca se puede relacionar entonces con 1a

z

constante experimental X, § K, tomando en cuenta que:
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[-A-H] + [H-A-] = AH] de aquf se deduce:

= _[AH11 _ [-A-H] + [H-A-) _ [-A-H H-A- ; - ow
PR (X1 VR .S N L E R X R LS

Por medio de un proceso similar se relaciona K2 con la constan-
te intrinseca (K). Ya que la formacibn de All, ocurre de las 81
guientes maneras:

lAsz

H-A- + H === [H-A-H} ; K e
[y fn-a-1

LAl )

“A-H 4+ H o—— [H-A-H] ; K= ot
© {H1{-A-1]

se puede inferir que ambas K son igaules, ya que los dos sitios

son idénticos en su afinidad por H y s¢ puede concluir que:

SA-H = H-A-
entonces,
All [AlL) (A, ]
. Wl . 2 - I -k/2
FAt TTH] ({-A-1] + [H-A-]) [H) [20-A-§ (1]

De ambas ecuaciones y tomando en cuenta que los des sitios en A
son jdénticos en su afinidad intrinseca por H y mno hay inter-

acciones entre cllas, 1as constantes experimentales KZ y K1 se

relacionan de la siguicente maneva:

-~
=
"

2K/K/2 = 4 o su equivalente K,/K, = K/2/2K = 0.2§
2’ M

wi
k3
[
S
g
o
=
n

.25 Ky en tal caso las ecuaciones (8) vy
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(9) resultan en:

B
H = L :
2K2 (2A° - Bt) (13)
Y
4K,A N
B,/H = 2% (14
ZK,H
De estas ecuaciones se puede obtener:
Bt/” = Kle - ZKZBt (15)

Uns relacién 1ineal cntre Bt/H y Bt con un intercepto en el eje
de las ordenadas igual al producto Kle’ un intercepto en el

eje de las abscisas a 2/\0 y una pendiente igual a -ZKZ.
Esto quiere decir que en auscncia de interacciones, la suposi-

c¢ién de que el anticuerpo sea una molécula bivalente no altera

la linealidad de una grifica de Scatchard.

Sitios Activos Idénticos con Interacciones en Anticuerpos Biva-

lentes.

Existen interacciones positivas cuando K >>K1/4 e interaccio-

2
nes negativas cuando K, < K1/4 . En ambos casos la gréfica
lineal se curva, para el caso de cooperatividad negativa hacia
abajo y para el caso de cooperatividad positiva hacia arriba.

Sin cmbarga, los interceptos no sc alteran por las interaccio-

nes.
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y como se puede deducir de la ecuacibén ( 9 ):

(Bt/H) Aol\’1
cuando
He—— 0
B 0

y de la ecuacibén ( 8 ), considerando..

H > O

cuando
Bt — 24,

0

Bt/H ¥

(16)

Pura anticuerpos bivalentes la condicién para obtener un miximo

en la grafica de Scatchard es que KZ

partir de la cecuacién ( 10 ). Cuando

dB /M
dBt

0

Se obtiene que:

H =

KI/Z‘

, 2 i
Ky + (146K, - K3D)

ZKIKZ

Esto se deduce a

(17)

y KZ > KI/Z para que H tenga valores positivos, o sca que KZ/K1

debe ser mayor de 0.5.

Para obtener las ecuaciones para ¢l miximo, se sustituye la

ecuacidn ( 17 ) en las ecuaciones (7 )y (9 ); con lo que se
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obtienen las coordenadus del miximo que son:

" (Bt/”)Max ?

1, o= 2

A(1 - [4K1K2 - K?l )

4&2 - hl

g . 2y
ZAK,( (4K K, - K11 )

K, -

&

(18)

(18}

En grificas de Scatchard que presentan un miximo sc pucden obte

ner estimados de

y de la ecuacibn

y las ecuaciones

KI y K2 a partir de la ccuacidn ( 19 ).

({

1
v oty - a7 gp )t
2 .
ZAO hl
2
av? x,
2 2
4Ao KZ + Y
18 )
2
A
LS ( [ °]
4 (*, -x)?2

[
(Ag - X2 4K,

Nt
A2+ fAZ - x)

18 )y (19)

{20)

(21)
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Y (22)

2 .
A, - %)
KX+ Y
Kj = 4Ky - —5e—

ZAOKZ

Kl tambien se puede estimar del intercepto con el ecje de las or
denadas, KZ de 1a pendiente de la curva con el intercepto del
eje de las abscisas y la relacién KZ/K1 del intercepto con cl
eje de las ordenadas y (Bt/H)Mux:
. (Bt/H) Bt——~* 0 6

(Bt/”)Max

K
N -t (23)

o de la ecuacibén ( 19 ):

K, 1 (4 - N8t
- , (24
K 2 (M)

Otra manera de conocer ¢l grado de cooperatividad es B en el
modelo de Thakur y Delisi. ( 69 )
Las ecuaciones para el cidlculo de cooperatividad en receptores

bivalentes homogéneos son:

A partir de la ecuacibn ( 21 )

[A 12 a1’
K, = K, /4 ({ —i& ) + 1) & 4K, /K, = B = + 1
2 1 (, ?‘;17 2™ IXZ‘j“;TZ

(25)
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Este autor propone que:
— = u?
r

lincalizando la ecuacién se ticne

log = a log K + a log [Nl ( 26 )
1 ~r

donde a, es un fndice de heterogencidad de los sitios de fija-
.2

cibn,

Una gréfica de esta ecuacidn nos permite conocer ¢l valor de 1a

constante promedio de asociacién K y la distribucién de las cons

tantes de afinidad individuales en la constante promedio de aso-

ciacidn.
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ANEX 07

II

HTI BRIDOMAS

Los anticuerpos pueden utilizarse como instrumentos versitiles

para el anfilisis y purificacién de molGculus en mezclas comple-
jas. Sin embargo, su utilidad habia estado restrimgida por 1i-
mitaciones cn la especificidad de los antisucros convencionales
Tales limitaciones pueden superarse con el uso de la téenica de
fusion celular parva generar lineas celulures secretoras de anti

cuerpos monoclonales (hibridomas).

Los tumores asociados con la produccién de inmunoglobulinas son
los 1lamados linfomas y los plasmacitomas. Ambos tumores repre
sentan derivados neoplisicos de varios tipos celulares dentro
de las células del sistema inmunolégico; la inmunoglobulina puc.
de ser secretada o estur unida a la superficie celular o ambas

Tabla X.

Los tumores productores de inmunoglobulina mis ampliamente estu
diados cn ratén son los plasmacitomas, ya que parecen originar-
se de celulas especializadas de tal forma que pueden producir

nnicamente un solo tipo molecular de inmunoglobulina. Los plas
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TABLA X

TUMORES PRODUCTORES DE INMUNOGLOBULINAS EN RATONES*

Inmunocitos normales
de los cuales se ori
ginan los tumores

Producci6n de Inmunoglobul ina

Superficic Celular  Secretora

Designacién patolégi
ca del tumor

Linfocito B

Linfocito T

Inmmoblastos

Chlula Plasmitica

Linfoplasmacito

?b -
? +
+d +
? +

Neoplasma linfociti
<o

Neoplasmas (leuce--
mias}

Leucemia celular
plasmitica, ncoplas-
mas celular reticu--
lar tipo BC

Plasmacitoma {mie-
loma)

Linfoma

a Tomada de Shevach,1982 (65)

No se ha demostrado convicentemente la presencia de inmmmoglobulina sobre
la superficie de los linfocitos T.

Los neoplasmas de células T (lcucemias en ratén) son los neoplasmas linfo-
reticulares mis comimes en ratbn. En estos tumores no sc ha demostrado la
presencia de receptores para inmunoglobulinas.

El neoplasma celular reticular tipo B cs un tumor pleomdrfico en la clasi-
ficacién de Dunn. Este ncoplasma contiene una mezcla de tipos celulares
que pueden ser muy dendriticos y que estén asociados con fibras reticula-
res.

En algunos plasmacitomas. se ha demostrado que tiemen inmunoglobulinas en
su superficie.
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mitcitomas son de origen monoclonal en base @ la inmunoglobulina
homogénea quelproduce cada tumor. Pueden inducirsc experimen-
talmente en ratones de cepas singénicas. Merwin y Algire (41)
fueron los primeros en inducir plasmacitomas cn ratones de la
cepa BALB/c, al probar la sobrevida de un tejido alogénico en
cémaras de milliporc implantadas en cavidad peritoneal. Poste
riormente, s¢ utilizaron otros ugentes inductores como la mez-
cla adyuvante-estafilococo (53), aceite mineral (54), pritén
(2,6,10,14-hexiloctadecano). Este dltimo fué aislado en 1917
por Tsujimoto del higado de tiburén (3). GLstudios posteriores
han mostrado que su origen es probablemente biogénico ya que
constitutye entre ¢l 1-3% del cuerpo de varias especies marinas

de copépodos.

Antes de 1964 se habia tenido mucha dificultad en establecer 1%
neas continuas de plasmacitomas murinos en cultivo. No fué sino
hasta 1966 que Pettingill y Sorenson después de un cuidadoso pe-
riodo de adaptacién pudicron establecer la linea X5563 (51). Es-
ta linea habia sido transplantada en ratén en 1956 y hasta la fe
cha produce la misma inmunoglobulina. Por el mismo ticmpo Sachs
y col. (55) adaptaron la linea MOPC-21 (P3) a cultivo, la cual
producia grandes cantidades dc [gGy. Esta 1inca no pudo ser re-
cuperada después de haber sido congelada. Posteriormente otra
linea P3K fué establecida por Horibata y Harris (28) y al ser re
cuperada después de haber sido congelada se distribuyé a otros
laboratorios. Por otro lada, Scharff y col. (63) establecieron

la linea MPC-11.
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tas lineas celulares P3 y MPC-lf fueron utilizadas para estudios
de sfntesis de inmunoglobulinas iﬂ vitro, as{ como en estudios
de clonacién y mutagénesis. Lo que dié por resultado la existen
cia de mutantes no secretoras. Por otro'lado, Milsteid (11) de-
tivé una sublinca de P3 resistente a 8-aszapuanina (8-aza), ahora
llamada P3/XG3-Ag8. Esta linea fué utilizada primeramente para
estudiar fusibén de dos células plasmiticas lo que reveld que
las células hibridas producfan ambas protcinas de mieloma, por
lo que Kéhler y Milstein (1975) fusionaron una célula plasmitica
normal con X63 y obtuvieron un resultado espectacular donde cl
hibrido producfa tanto la protcina de 1a 1inea MOPC-21 como un
anticuerpo contra glébulos rojos de carnero. DNebido a este estu
dio se¢ lcs considera como los pioneros de la técenica de hibrida-
cién cclular (hibridomas), la cual escncialmente "inmortaliza"
células individuales formadoras de anticucrpos y permite la pro-
duccién de cantidades ilimitadas Je anticuerpos monoespecificos
homogéneos contra casi cualquier antigeno sin que necesariamente
éstc'ﬁltiﬁo esté puro. Ademds mostraron que la fusi6n entre una
célula normal secretorya de anticuerpo y una célula de micloma,
podia lievarsc a cabo utilizando virus de Sendui. Las células
resultantes continuaban secrectando inmunoglobulinas de ambas cé-
lulas y rctenian ademis las propicdades malignas del miclona pa-
rental. Por lo tanto, debido a la naturaleza clonal de la ves-
puesta inmunc esta técnica podia rcsuitar en la produccién de

ant icuerpos ahsolutamente especiflicos,
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FUSITON CELULAR

Durante la primera década del siglo XIX con el descubrimiento
de las células multinucleadas, se dicron los primeros indicios
de que podia ocurrirv la fusién entre células somfiticas. Sin em
bargo, a pesar de los adelantos en el siglo XIX los hibridos ce
lulares no fuecron descubiertos sino hasta 1960; de aqui en ade-
lante ¢l conocimiento acerca de este tema tuvo un gran avance
que culmind con cl desarrollo de la técnica de hibridomas

Tabla XI.

Aunque gran parte de la importancia histérica de los estudios
de células somaticas hibridas estaba basada en la fusién celular
esponténea, actualmente se conoce que la fusién celular puede
ser inducida por el uso de ciertos agentes, tales como los virus

las lectinas y el polietilenglicol (PEG).

En 1974 ¢l PEG fué introducido como un agente aglutinante para
protoplastos de vegetales. También sc observé un alto {ndice
de fusi6on celular, Un ado después Ponteccorvo (52) lo experimen
td en un sistema de células animuales, obteniendo los mismos re-
sultados po% lo que propici6é su utilizacién como agente fusio-

hante.

El PEG es un polimero de peso molecular elevado cuya estructura

quimica se¢ expresa come sigue:

HOHZC(CHZOCH CHZOH

Z)n



-116-

TABLA XI

CRONOLOGIA DE EVENTOS EN LA HISTORIA DE LA HIBRIDACION DE

1960

1957
1962

1963

1964

1965

1966

1967

CELULAS SOMATICAS

Barski, Soricul y Cornefert (4,5), descubren hibri-
dos celulares formados in vitro por fusién celular
esponténea. -

Okada (44,45 y 46) demostré que el virus de Sendai
inactivado con luz ultravioleta, pucde usarsc in
vitro para fusionar y gencrar homocariontes. Soriecul
y Ephrussi {(68), confirman los resultados de Barski
y col.

Gershon y Sachs (24) confirman los resultados de
Barski y col.

Littlefield (36), introduce el uso de células mutan
tes y medio de cultive selectivo para la separacién
de células hibridas.

Harris y Watkins (25), e independientemente Okada y
Murayama (47), producen el primer hetcrocarién espe
cifico usando ¢l virus de Sendai inactivado. EphruSsi
y Weiss (20), producen ¢l primer sincarién interespe
cffico por fusién esponténea. -

Yerganian y Nell (77), demostraron que el virus de
Sendai puede usarse para producir hibridos. Davidson,
Ephrussi y Yamamoto(14), usando células de melanoma
y células no pigmentadas, demostraron que un marcador
fenotf{pico de diferenciacién histiotipica (p.e. pig-
mentacién) puede irse eliminando sclectivamente cn
los hibridos.

Weiss y Green (74), descubrieron la eliminacién pre-
ferencial de los cromosomas humanos en los hibridos
ratén-humano y demostraron que este fenémeno puede

usarse para mapear genes en ¢l hombre. Watkins y

Dulbecco (71), e independientemente Kropowski y col.
(35), demostraron la liberacién ce virus cuanda par-



1969

1970

1971

1972

1975
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tfculas activas SV40 emergen de hfbridos derivados
de células transformadas permisivas.

Harris, Klein y sus colegas (26), iniciaron experi-
mentos donde mostraron que la malignidad no necesa-
riamente domina en sincariones derivados de células
normales y oncogénicas.

Lucy y col (38), iniciaron los cxperimentos para in-
ducir fusién celular con lectinas. Cocking y col.
(58), posteriormente fusionaron protoplastos de plan
tas.

Rudle, Bodmer, Miller, Siniscalco, Bootsma y col.
(61), comenzaron con cl uso sistemftico de la hibri-
dacién celular como un sistema experimental para el
mapeo de cromosomas humanos.

Carlson, Smith y Dearing (9), predujeron un hfbrido
interespecffico de la fusién de protoplastos de plan
tas.

Kéhler y Milstein (33), desarrrollaron la técnica de
hibridoma como una fuente de anticuerpos homogénecos
con actividad monoespecffica.
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Ademés es un compuesto relativamente no toxica para las células
que produce una alta incidencia de fusién celular, iz cual va
en relacidn con su concentracidn y a su peso molecular. Se han
obtenido mejores resultados cuando el PEG se usa a una concen-
tracion del 50% y con un peso molecular entre 300 y 6000 dalto-
nes. Esto sugiere que en cl PEG hay un peso molecular minimo
(300) o un nfimero minimo de subunidades repetitivas (alrededor
de 5}, debajo de las cuales ticnde a perder su actividad de
agente fusionante. Existen otros factoves como el pil y la den-

sidad celular que pueden afectar la eficiencia de 1a fusibn (15).

Para poder conocer alge sobre ¢l mecanismo de fusidn cs necesa-
rio considerar la arquitcctura de la membrana plasmatica. La
membrana plasmitica cstd constitufda cn un 60-80% de proteinas,
20-40% de lipidos. E€n los afios cincuentas se postuld un modelo
conocido como el de Davson-Danielli-Robertson o modelo de lu bi
capa(16), cn donde la membrana estl constituida en su interior
por lipidos, cuyos extremos hidrofflicos sc encuentran orienta-
dos hacia afuera, y en donde ambos extremos s¢ encuentran cu-
biertos por proteinas. Durante la década de Tos scsentas este
modelo perdié popularidad ya que no explicaba fendmenos como la
fusibn, por su relativa ausencia de carbohidratos, su simetria
bilateral rfgida y su composicidn de proteinas en configuracidn
B (31). El modelo que se acepta mis ampliamente es el de la
bicapa de lipidos. En este modelo, las proteinas de la membra-

na plasmitica no csthn excluidas de 1a bicapa de lipidos 1a
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cual se encucntra cn cstade fluido, permitiendo ¢l movimiento
extensivo de las proteinas bajo muchos estimulos. El modelo ha
sido denominado modelo del mosaico fluido o modelo de Singer

(66).

Ademis de lipidos y proteinas, la membrana plasmitica contienc
carbohidratos que se cncuentran como azlicares ncutros (galactosa,
manosa y fucosa), actiluminoazlcares o #fcidos siflicos que gene-
ralmentc se cncuentran unidos covalentemente a lipidos y protef-
nas, por lo que juvegan un papel iwmportante cn muchas funciones
biolégicas (75). Al encontrarse los carbohidratos en ¢l exte-
rior de la membrana plasmitica estin implicados en la fusion ce-
lular, lo cual se¢ ve reforzado por los siguicentes hechos: i) Son
determinantes de la especificidad antigénica (grupos sanguineos),
ii} Son responsables de la carga negativa tipica de las cblulas
a ph fisioldgico, 1ii) Proveen los medios para ¢l reconocimiento
célula-célula, iv) Determinan los sitios receptores para virus,
bacterias agentes aglutinantes ¢ inductores de exocitosis y v)

Son importantes cn el control de la permeabilidad a iones.

Sc ha observado que después de la fusién cclular hay una mezcla
ripida de 1los antigenos de la superficic celular. Este movi-
miento pucde ser semejante al que sc lleva a cabo con cationes
divalentes como Ca++, lectinas, anticuerpos o cationes multiva-
lentes como los virus, cfectuando un desplazomiento de recepto-
res hacia un 4rea y dejando libre otra, fendmeno conocido como

"capping" en el caso de anticucrpos y lectinas. Ademds, las car
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gas de las gliéoprotefnns contribuyen a despejﬁr In superficie
celular y perﬁiten el acercamiento de las dos membranas duran-
te la fusién (60). Por otro lado, Lucy, 1970 (38) ha sugerido
que un cambio en los 1fpidos de la membrana, de bimolecular a

micelial, favorece la fusidn.

Dingle (17) en base a estudios sobre termodiniimica de superficie
ha postulado que la fusién de dos membranas que sc ponen en con-
tacto y que presentan alta tensién superficial es probable a me-
nos que existan en ¢l medio factores estabilizadores como protei
nas. todo parcce indicar que el rearveglo estructural de los 11
pidos no es suficiente para la fusidn celular, ya que se requic-
re de un mecanismo que estabilice las membranas de tal forma que
se preserve su estructura integral. Sc ha sugerido que dicha
actividad requiere de encrgia que en las células provienc de su
actividad de ATPusa, del Na, del K, de la asociada a catt ¥ no

de la proveniente de la mitocondria,

Al llevarse a cabo la fusidén entre una célula normal y una célu-
la tumoral, el cultive serft ripidamente sobrepasado numéricamen-
te por las células tumorales y es necesario ascgurarse de alguna
mancra que sdblo los hibridos crezcan. La estrategia mds popular
descrita por Littlefield en 1964 (36), consistid en la seleccidn
de dos linecas celulares, una de ellas carente de la enzima hipo-
xantina-guanina-fosforribosiltransferasa (HGPRT) y la otra defi-

ciente en la enzima timidina kinasa (TK)

La droga aminopterina bloquea la ruta principal de purinas y pi-
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rimidinas y por lo tanto en su presencia las células que posecen
las enzimas TK y HPGRT pueden sobrepasar cl efecto téxico de es-
ta droga si el medio de cultivo contiene timidina e higoxantina;
estas Gltimas pueden ser metubolizadas directamente por las enzi
mas a nuclebétidos (ruta primitiva). Sin embargo, las células
TK™ y HPGRT  carecen de esta ruta y por ende la sintesis de ADN
cesa y la célula muere., Si ecstas células deficientes se fusio-

nan con células normales los hibridos resultantes, al adquirir

las enzimas de la célula normal pueden crecer cn medio de culti-

vo que conticne hipoxantina, aminopterina y timidina (medio HAT).

Hasta la fecha se han ceportado diferentes posibiliaades de apli
cacion prictica para los anticuerpos monoclonales. A continua-

cidén sc presentan algunos ejemplos.
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APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES

Diagnéstico scrolégico y tipificacién de tejidos
Identificaciédn y epidemiologfa de agentes infecciosos
Identificacién de antigenos tumorales, clasificacién
de leucemias y linfomas

Identificacién de subpoblaciones funcionales de célu
las linfoides

Inmunizacién pasiva contra agentes infecciozos
Potenciacién de rechazo de tumores

Manipulacién de la respuesta inmune

Determinacidn de metastasis.
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