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RESUMEN

Este trabajo se realiz§ con la finalidad de establecer en el
laboratorio la metodologfa necesaria para la produccidn de
hibridomas y la obtencidn de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra las proteinas del citoesqueleto presentes en los geles
citopldsmicos del cerebro de rata. Estos geles estan constituidces
por la actina y cuando menos otras 3 proteinas que interaccionan
especificamente con la actina. Estas proteinas se utilizaron para
inmunizar ratones Balb/c, cuyas células del bazo se fusionaron
con células de mieloma de ratdn (P3X63-Ag8.653). Se obtuvieron
varios hibridomas productores de anticuerpos especificos para
estas proteinas, los cuales se seleccionaron mediante un ensayo
inmuncenzim§t100 en fase sdlida (ELISA) y posteriormente con ur
ensayc de inmunofluorescencia de células en cultivo. También se
realizd la inmunodeteccién de proteinas electrotransferidas de
geles de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa para identificar
por su pesoc molecular las bandas reconocidas por los anticuerpos.
Finalmente se clonaron algunos hibridos productores de anti-uerpos
anti actina y los demé@s se guardaron en congelacidn para ser

clonados posteriormente.

ix
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INTRODUCCION

I. Inmunoglobulinas y Suercs Policlonales

Una de las caracteristicas esenciales del sistema inmune es su
capacidad para reconocer macromoléculas que no se encuentran
normalmente en el organismo. Las proteinas séricas conocidas como
anticuerpos o inmunoglobulinas reconocen especificamente a estas
moléculas extrafias denominadas antigencs. L1l determinante
antigénico es la parte de la molécula a la que se une el anticuer-
po. Los anticuerpos reconocen y se unen al antigeno por complemen-
tariedad molecular, estableciendo interacciones no covalentes

similares a las que ocurren en las uniones enzima-sustrato.

Las inmunoglobulinas estan constituidas por cuatro cadenas
polipeptidicas (1); dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas
pesadas (H), unidas por puentes disulfuro, como se muestra en la

Figura 1.

Las cadenas pesadas y las ligeras contienen una regidn variable
(V) y una regidn constante (C) que estan determinadas por la
secuencia de los aminodcidos que las constituyen. Las regiones
variabtles de ammbas cadenas se encuentran en la poreidn amino
terminal. Demtro de cada regidn variable existan tres segmentos
que presentan una variabilidad mucho mayor. Estos segmentos
hipervariables al adoptar su conformacidén tridimensional constitu-

yen el sitio de unidn rspecifico para el antigeno (2).



Figura 1. Representacidén esquemdtica de una inmunoglobulina.
En el lado izquierdo se.representa la cadena ligera (L) y la
pesada (H). covalentemente unidas por puentes disulfurc. Cada
cadena estf constituida por una regidn constante (CL y CH) y
una variable (V, y VH). La regidn CH se forma de varios domi-
nios discretos: en el CH2 estdn los residuos de carbohidratos
y los sitios de unidén a complemento y macréfagos. Los segmen-
tos V representan 3 fragmentos con un alto indice de variacién
llamadas regiones hipervariables, involucradas en la conforma-
cién del sitio de unién para el antigeno. La mitad derecha
esquematiza la configuracién en B- plegada de las cadenas

polipeptidicas de cada dominio.

Amos, W.M.G. (1981) Basic Immunology. Butterworths, Londres, 34.
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Las inmunoglobulinas se dividen en cinco clases; IgG, IgM,
IgA, IgD e IgE, bas&ndose en la estructura de sus cadenas pesadas
(3). Estas clases corresponden a anticuerpos con distintas

funciones efectoras (1).

Un animal es capaz de generar una gran diversidad de anticuer-
pos, alrededor de 108 moléculas diferentes, con distintas especi-
fiéidades y afinidades para una basta variedad de antigenos. La
diversidad en los sitios de unién de los anticuerpos esta deter-
minada en gran parte a nivel gen&tico. Existen tres grupos
diferentes de genes que codifican a las inmunoglobulinas; genes
para cadenas ligeras kappa, para cadenas ligeras lambda y pars
cadenas pesadas. Durante la maduracidén de los linfocitos B, ocurre

una diferenciacién genética que involucra un rearreglo del ADN

(58).

Cuando se inmuniza un animal con un antigeno, se obtiene un
suero de tipo policlonal. Los antigenos contienen generalmente
varios determinantes antigénicos, cada uno de los cuales puede
inducir la aparicién de anticuerpos producidos por clonas de
linfocites diferentes (1, 2). Cada uno de estos anticuerpos es
moncclonal y los anticuerpos presentes en el suero representan la
suma de los anticuerpos monoclonales dirigidos contra cada

determinante antigénico, como se ilustra en la Figura 2.

La obtencidn y el empleo de suercs policlonales puede ser en
ocasiones un factor limitante. Las inmunizaciones deben realizarse
con antigenos puros, ya que la presencia de cantidades pequeifias

de contaminantes puede inducir la produccifn de anticuerpos que
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Figura 2. Comparacién de un suero policlonal producido

in vivo con anticuerpos monoclonales construidos in vitro.

Un indiwiduo inmunizado con un antigeno responde formando
una poblacidn heterogénea de anticuerpos con especificidad
para diferentes epitepes {suero convencional). For clonza-
cif- de las células derivadas del bazo inmune, hibridizadas
con células de mieloma, es posible obtener anticuerpos

monoespecificos y homogéneos.



interfieran en los ensayos. La poblacidn de anticuerpos producidos
- 3 - 3 . - - -

varia entre animales de la misma especie, aln en los geneticamente

idénticos. Esta variacidn se presenta también en los sueros

obtenidos de diferentes sangrados del mismo individuo. Asi, los

resultados obtenidos con un suero pueden no reproducirse con otro,

le que representa un problema ya que estos se obtienen en cantida-

des limitadas.

Los sueros _de animales inmunes contienen anticuerpos con un
amplio range de afinidades, con diferentes especificidades y a
menudo presentan inmunoreactividad cruzada. Estos sueros también
contienen anticuerpcs de diferentes clases y subclases que varian
en sus capacidades para aglutinar o precipitar antigenos o para

fijar complemento.

II. Anticuerpos Monoclonales

A. Principios Generales.

En 1975 Kohler y Milstein desarrollaron la técnica de pro-
duccidn de hibridomas para la obtencién de anticuerpos monoclonales
(6, 7). Este nuevo avance metodoldégico ha conduecido a una revolu-
cién en las ciencias biolégicas, permitiendo la realizacidén de
estudios que antes eran muy dificiles o imposibles (8, 9, 10).

Estos investigadores encontraron que se podian fusionar
células de mieloma de ratdn, cultivadas in vitro, con células del
bazo de animales inmunizados. Como resultado de esta fusién se
obtienen células hibridas que sintetizan anticuerpos especificos

que reaccionan con los antigenos usados en la inmunizacién. Estos



hibridos crecen de manera continua en cultivo, mantienen la pro-
duccidn de anticuerpos, pueden congelarse y recuperarse en el
momento deseado y pueden inyectarse en la cavidad peritoneal de
ratones sing&nicos donde proliferan y producen cantidades grandes

de anticuerpos.

La tecnologia de produccidn de hibridomas ofrece muchas venta-
jas. El1 anticwerpo producido por el hibrido es especifico para un
solo determinante antigénico (monoespecifice). Ademds, es pesible
inmunizar con antigenos impurcs, ya que todos los hibridos produ-
cidos de una fusidn son sometidos a ensayos para determinar ia
especificidad de los anticuerpos que producen y se seleccionan los
que son de interés. Los mejores h?bridos pueden producir hasta
100 pg de inmmnoglobulina por ml de medio de cultivo y 10 mg/ml en
el liquido ascitico (11). La continuidad de las lineas celulares
asegura cantidades virtualmente ilimitadas y por tiempo indefinido,

de anticuerpo's homogéneos y bien caracterizados.

En la Figura 3 se ilustra de manera general la técniea utili-
zada en mucho:s laboratorios. Los ratones BALB/c se inmunizan con
el antigeno de interés. Se obtienen las células del bazo del ratdn
inmunizade y se mezclan con las células de mieloma en presencia de
;jolietilenglicol. Después de la fusién las células se distribuyen
en placas de microcultivo, en un medio selectivo que impide el
crecimiento de las células de mieloma que no se fusionaron. Las
células del bazo del ratién no pueden crecer en el cultivo de manera
que las (nicas que prolife:.n son los hibridos resultantes de la

fusién de las cé&lulas del bazo con las de mielomg. Dos o tres
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semanas despu&s se realiza un ensayo para detectar la presencia
de anticuerpos especificos en los cultivos donde se observa
crecimiento de hibridos. Los cultivos gue resulten positivos son
clonados nuevamente. Existen numerosas revisiones sobre aspectos
tebricos y técnicos que pueden consultarse (22, 23, 24, 25, 26,

27%.

B. Células de Mieloma.

Las células de mieloma empleadas para la produccidn de
hibridomas son 1£neas‘ce1u1ares de linfocitos B con caracteristi-
cas malignas de crecimiento, capaces de vivir y dividirse in vitro.
Estas célulaﬁ son aneuploides (contienen un niimero anormal de
cromosomas) y fueron seleccionadas con un defecto en la enzima
hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT ). Esta
deficiencia enzimidtica es necesaria para la seleccién de las

células hibridas después de la fusién.

La mayoria de las lineas de mieloma disponibles provienen
de ratones BALB/c (29, 30), aunque también existen lineas celulares
de rata y de humano (17, 28, 31). Por esta razdn es que una gran
cantidad de los trabajos que se realizan en esta &rea utilizan
ratones BALB/c y los anticuerpos monoclonales obtenidos pueden

considerarse como inmunoglobulinas de ratén.

Durante los primeros afios se usaron para las fusiones
1ineas de mieloma productoras de inmunoglobulinas, por lo cual se
obtenfan varias combinaciones de cadenas pesadas y ligeras,
ocasionando heterogeneidad en los anticuerpos secretados, como se

muestra en la Figura 4. Poco tiempo después se establecieron lineas
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un mieloma productor de cadenas pesadas y ligeras. II. Fusidn
con un mieloma productor de cadenas ligeras. III. Fusibén con

un mieloma no productor de cadenas.
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celulares que producian inicamente cadenas pesadas o ligeras,

hasta que finalmente se obtuvieron lineas gque no producen o no
secretan ningilin tipo de cadena (32). En lz Tabla I se muestran
algunas de las lineas de mieloma mis usadas en la produccién de

hibridomas.

C. Fusidn Celular.

La fusidn celular puede ocurrir espontdneamente perc no es
muy frecuente, por esta razén se utilizan agentes que aumentan la
frecuencia de formacidn de hibridos. Uno de los mds utilizados es
el polietilenglicol (PEG). Este agente fusogénico hidrosoluble

origina una frecuencia elevada de fusidn celular y es pocc téxico.

La frecuencia de hibridizacién m&s alta se produce a concen
traciones de PEG entre 50 y 55% (23). Mientras mayor es el peso
molecular del PEG empleado, mayor es la cantidad de hfibridos
obtenidos. Sin embargo, al aumentar el peso molecular la toxicidad
celular es mds alta y es mis diffcil la manipulacién del polimero

que se vuelve més viscoso (3U4).

Se desconoce el mecanismo de fusidn celular promovido por
el PEG (33, 35), sin embargo, se ha sugerido gque este agente induce
cambios estructurales de la fase acuosa adyacente a la superficie
membranal afectando la orientacién de los fosfolipidos, produciendo
cambios en la‘permeabilidad de la membrana v modificando ia orien-

tacién espacial y la agregacién de las proteinas membranales (13).

I'.~ece ser que todas las células son capaces de fusionarse,

pero no tccas lo hacen con la misma eficiencia o con la misma
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capacidad para sobrevivir. Las mejores células para la fusién son
los blastocitos, que se encuentran dividiéndose en forma activa
(36). Esto no se debe a que la fusién sea mds eficiente sino a que
es necesario que se expresen las caracteristicas de las dos células
parentales, después de la fusidn. Si la célula que se fusiona no
estid en etapa blastoide su niiclec no entrard a la divisién mitdtica
al mismo tiempo que el nficleo de la célula de mieloma (14). El
resultado seria una poblacién de células de mieloma conteniendo un

nicleo silenciocso extra.

Para obtener un hibrido productor de anticuerpos las células
parentales deben ser: un linfocito B en etapa blastoide y una
célula de mieloma. Aln asi no todas las células fusionadas darén
hibridos productores de anticuerpos, ya que, en las siguientes
divisiones mitdticas deben fusionarse los dos niicleos de la célula
hija, lo cual ocurre {inicamente si la divisién nuclear es simulté-
nea a la divisidén celular. También es necesaria la bipolaridad en
la formacién del uso mitético. En la Figura 5 se ilustran algunas

de las posibles divisiones mitéticas después de la fusidn.

D. Seleccidn de los Hibridos
Las células viables obtenidas después de una fusién pueden
dividirse en tres grupos: células de mieloma que no se fusionaron,
células producto de la fusién de un linfocito B y una célula de
mieloma y un grupo de células hibridas resultado de otras combina-

ciones celulares que se fusionaron.

Todas las células del bazo que no se fusionaron mueren du-
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rante la primers semana de cultivo a excepcién de los macrdfagos
y fibroblastos. Sin erdbargo, estos (ltimos se dividen lentamente
y pueden actuar como células zlimentadoras ejerciendo un efecto

tenéfico en los hibridos.

Del total de cé&lulas que se fusionaron, existirdn aquellas
que nc son de interés. Algunas serdn heterocariones de més de dos
células; otros serdn el resultado de la fusidn de células parenta-
les idénticas y otras serdn el producto de la fusidn de mielomas
con otros tipos celulares diferentes al linfocito B. Todas estas
células tendrin poca viabilidad o serdn eliminadas del cultivo al
seleccionar y clonar los hibridos productores de anticuerpos. So-
lamente permanecen dos tipos abundantes de células; los hibridos
correctamente fusionados que son los de interéds y las células de

mieloma nc fusionadas que deberdn ser eliminadas.

La seleccién de los hibridos se realiza después de la
fusién utilizando el defecto, en la enzima HGPRT de las células de
mieloma, para eliminarlas. Las células HGPRT son incapaces de
utilizar hipoxantina y guanina exdgenas y dependen de precursores
simples yv de la enzima folato reductasa para sintetizar purinas.
La enzima folato reductasa es bloqueada con antagonistas como la
aminopterina dando como resultado la inhibicidn de la sintesis de
purinas y timidina. La adicién de amingpterina al medio de cultivo
destruye a las células de mieloma HGPRT ya que son incapaces de

sintetizar purinas alin en presencia de hipoxantina ex8gena (15,

16).

Las c@lulas resultantes de la fusién de un mieloma y un
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linfocito ser&n HGPRT y podrdn utilizar la hipoxantina exfgena
y la timidina ya que cuentan con la enzima timidina cinasa (son
TK+). Por lo tanto, el bloqueo de la sintesis de purinas con
aminopterina no las afecta ya que utilizan estas vias alternas
para su sintesis. En la Figura 6 se esquematiza este método de

seleccibn.

Los hibridos sobreviven a la seleccién con aminopterina
siempre que se incluyan hipoxantina y timidina en el medic de
cultivo. Este medio de cultivo selectivo se conoce como medio HAT
(hipoxantina-aminopterina-timidina). E1l periodec de seleccidn debe

durar por lo menos siete dias aunque se recomienda utilizarlo por

mds tiempo, para asegurarse que no sobrevivan los mielomas.

E. Métodos de Deteccidn.

Durante el periodo de seleccidn en el medio HAT, los hibri-
dos se dividen y aumenta lentamente el nimero de células. Los
nucleos fusionados de los hibridos poseen un nimero muy grande de
cromosomas que serdn excluidos en las siguientes divisiones mitéti-
cas. El nlmero de cromosomas disminuye de alrededor de 112 (72 del
mieloma v 40 del linfocito B) a un nimerc mds estable de 70 a 80

cromosomas (14).

Como consecuencia de la pérdida de cromosomas, muchas célu-
las hijas pierden caracteristicas esenciales y podrian no ser
viables o dejar de producir anticuerpos. Sin embargo, algunas de
las células hijas conservan los cromosomas necesarios para la
viabilidad y la secrecién de anticuerpos. La pérdida de cromosomas

ocasiona que los cultivos sean pocliclonales aunque la colonia



17

Figura 6. Vias metabdlicas relevantes para la seleccidn de hibri-

dos en medio HAT. Cuando la principal via biosintética para puri-

nas y pirimidinas se bloquea con aminopterina, un antagonista de
la enzima folato reductasa, la c&lula puede disponer de la via
altern: utiliza la enzima HGPRT y la timidina cinasa. Las
célule r-. xT se seleccionan creciéndose en presencia de las
bases andlogas tdxicas de la guanina (6-tioguanina u 8-azaguani-
na). En estas condiciones sélo las células que no expresan la
enzima HGPRT sobreviven, sin embargo, no son capaces de vivir en
medio HAT a menos que se fusionen con células con la enzima

funeional.

Goding, J. W. (1983) Monoclonal antibodies. Principles and

Practice. Academic Press, Inc. Orlando, Florida. 34.
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provenga de una sola cé&lula hibrida recién fusionada. Como 1la
velocidad de crecimiento de los hibridos es variable se corre el
riesgo de que los hibridos no productores crezcan mds rdpido vy

eliminen a los que si producen anticuerpocs de interés.

Los cultivos deben someterse, lo mids pronto posible, a
ensaycs para seleccionar aquellos que secretan anticuerpos especi-

ficos contra las moléculas empleadas en la inmunizacidn y poder

clonarlos de inmediato.

El tiempo transcurrido después de la fusién para determinar
la especificidad de los cultivos depende del nilimero de células
que secretan anticuerpos, de su velocidad de secrecidn y de la
sensibilidad del ensayo empleado. Con frecuencia existen de 10 a
100 ng/ml o més de anticuerpos, producidos por los hibridos, en el
medio de cultivo que no ha sido cambiado (14). Existe un tiempo
limitado para la sobrevivencia de las células cuando no se les
cambia el medio de cultivo, por lo tanto el ensayo de los micro-

cultivos debe ser rdpido y confiable.

Los mejores métodos de deteccién son los ensayos inmunoern-
ri~3ticos (ELISA) (37, 38, 39), el radioinmunoensayo (RIA) (u1) y
la ir-.ncfluorescencia (40). Al elegir el método de deteccién
deberid tomarse en cuenta el uso posterior que se le dard al anti-
cuerpc, ya que, el métcdo de deteccidén puede determinar la seleccidn
de anticuerpos con ciertas caracteristicas que no serian adecuadas

-

para el tipo de trabajo que se desee realizar con ellos (42, 43,
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F. Propiedades y Aplicaciones.

Los anticuerpos monoclonales difieren de los sueros poli-
clonales en varios aspectos. En ocasiones los anticuerpos monoclo-
nales no son Qtiles para reacciones de precipitacidn, va que, al
unirse al antigeno no forman mallas tridimensionales. Esto mismo
sucede con la fijacién del complemento y los procescs de

aglutinacién.
r

Los anticuerpos monoclonales pueden tener también caracte-
risticas muy especiales, como por ejemplo, ser muy sensibles a

los cambios de pH o a las concentraciones de sales (18, 18).

En algunas situaciones el anticuerpo monoclonal puede ser
"demasiado" especifico, puede ser que no reconozca a algunos miem-
bros de un grupo de moléculas, como por ejemplo, algunas cepas

variantes de microorganismos.

Sin embargo, todos estos inconvenientes pueden resolverse
en ocasiones utilizando una mezecla apropiada de anticuerpos

monoclonales que se comportan como los sueros heterogéneos (u45).

Resulta prﬁcticamente imposible describir en la actualidad
t+odas las aplicaciones que han tenido los anticuerpos monoclonales
y todas las &reas de la biologia beneficiadas con la introduccidn
de esta tecnologfa que ha revolucionado la investigacién en las

ciencias biolégicas.

Los anticuerpos moncclonales ss han usado para definir,
purificar, detectar, cuantificar, modificar, seleccicnar y locali-

zar antigenocs (20). En la Tabla II se muestran algunos ejemplos de



21

TABLA II

EMPLED DE ANTIQUERPOS MONOCLONALES

Aplicacién

Ejemplo

Definicién de
Antigencs

Purificacidén

Detectar y
cuantificar
Mapear

Modificar

Seleccionar

En bacterias virus y

pardsitos
En c&lulas

Factores, hormonas

Membrana celular
En mezclas
Caracterizacién de
epitopes '
Infectividad
Toxicidad

Funcidn
Inmunogenicidad
a-Idiotipo

Mutaciones

En &rgancs

En &1 cuerpo

Se ha simplificado su clasificacién
Se han establecido 11 antigencs de células
T de humanos

Tipificacién de antigenos de histocampati-
bilidad

Antigenos presentes en tumores
El interferdn se ha erriquecido 5000 veces

El antigeno Ia de la rata se ha emriquecido
200 veces

Gonadotropina coriénica humana en pruebas
de embarazo

Siete determinantes en la cadena p de Ig
de ratén (regidn constante)

Esporozioto de Plasmodium berghei
Sobredosis de digitonina

Anti-ly? elimina la funcién de ¢8lulas T
Factor a-Rhesus

Aumento y supresién de la respussta inmuns
anti-NpP

Antigeno de histocompatibilf{dac
Virus A de la influenza
El sistema nervioso de la sanguijuela

Imdgenes de tumores en humanos

Tomado de: Kehler, G. (1984) Derivation and diversification of monoclonsl antibodies.
Novel lecture. Bioscience Reports 5: 533-543
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las aplicaciones que han tenido estos anticuerpos.

En el drea de las neurociencias los anticuerpos monoclona-
les han tenido gran relevancia, a este respecto puede consultarse
la ?evisién realizada por Valentino y colaboradores (21). Asi mismo
se han obtenido resultados muy prometedores para el emplec futuro
de los anticuerpos mcnoclonales en inmunoterapia (46, 47, =8).

-

I1I. Actina y Geles Citoplésmicos.

El citoesqueleto de la célula eucariota estd constituido por
tres sistemas de polimeros bioldgicos: Los microtdbules (69, 70,
71, 72), los micrefilamentos (73, 74, 75, 76, 77) y los filamentos
intermedios (78, 78). Estos polimeros son formados a partir de
subunidades proteinicas y se encuentran asociados a numerosocs poli-

péptidos que desempefian funciones de organizacidén y regulacidn.

El sistema de microfilamentos tiene como subunidad fundamental
a la actina, una molécula polipeptidica con peso molecular de
43,000 daltones, que fue aislada y caracterizada criginalmente a
partir de misculo esquelético (80). En 1966 se reporté la purifi-
cacién de actina de Physarum (81) y actualmente se sabe que la
actina esta presente en todas las células eucariotas (82, 73),
llegando a representar hasta el 20 por ciento de la proteina

celular total.

En las células musculares précticamente toda la actina se
encuentra en forma polimerizada constituyendo los filamentos finos.

En las células de tipo no muscular la actina adopta diversas
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formas ce organizacidn; puede encontrarse en forma monomérica no
polimerizada (actina G) llamada también actina soluble (76), en
forma polimerizada en los microfilamentos (actina F) o en agrega-
dos mé&s complejos como racimos y mallas (76, 83), que pueden

observarse por inmunotincidn y microscopia electrdnica.

.
En cada mondmero de actina existe un sitio para la unién
cen AT? (84%) y un sitio de alta afinidad para cationes divalentes,
++ +4+ ;
que puede ser ocupado por Ca o por Mg (85). La actina puede
interaccionar en forma especifica con otras proteinas y con algu-

nas drogas.

En su forma monomérica la actina interacciona especifica-
mente con la enzima DNAsa I (86), con la profilina (87) v con
algunas otras proteinas que despolimerizan a la actina (88, 89,
g0). En su forma filamentosa cada molécula de actina debe tener un
minimo de tres sitios de contacto para interaccionar con otras
moléculas de actina (91). Hasta la fecha se han encontrado una gran
cantidad de proteinas que interaccionan con la actina F y que
intervienen en la regulacidén de la polimerizacién. Estas proteinas
se han clasificado de acuerdo a las caracteristicas que comparten,
por ejemplo, las proteinas que se unen a los extremos de los fila-
mentos como Gelsolina (92), Villina (93) y otras proteinas con
funciones similares aisladas de plaquetas humanas (94),

Acanthamoeba castellanii (95) y leucocitos (98). Protefnas con

comportamiento mixto como la fragmina (97) que puede unirge a la
actina G a baja fuerza ibnica y se une a los extremos de los fila-

mentos en condiciones de alta fuerza iénica. Estdn también las
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proteinas que entrecruzan filamentos de actina como la fimbrina
(98), la actinogelina (99), a-actinina (100), filamina (101),
espectrina (102), fascina (103) vinculina (104} v otras similares

aisladas de Acanthamoeba (105), Dictyostelium (106) y macrdfagos

de Eonejo (107). Finalmente las protefinas que se asocian con los
filamentos pero no los eptrecruzan, como la tropomicsina. También
se ha encontrado que la actina interacciona especificamente con
enzimas glucolfticas (108) y aﬁa con la enzima RNA polimerasa II

(109).

El estudio de estas proteinas se ha favorecido por el
empleo de sistemas modelo de gelificacién citopldsmica. La gelifi-
caciﬁn citopl&smica fue caracterizada por primera vez por Kane en
1975 (11), esta metcdologia se basa en la propiedad que posee el
citesol de gelificar bajo condiciones adecuadas. Actualmente se
conocen varios sistemas celulares donde ha sido posible desarrollar
la gelificacién citopldsmica (111, 112), los requerimientos en
todos los casos han resultado ser similares. El principal constitu-
yente proteinico de estos geles es la actina. Ademis de la actina
existen ctras proteinas que también intervienen en la formacidn de
estos geles citopldsmicos +ridimensionales. Este sistema de gelifi-
cacién permite el estudio in vitro de algunas funciones reguladoras

.del citoesqueleto celular.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un sistema para
obtener zeles citoplésmicos a partir de tejido nervioso de rata.
Estos geles estan constituidos principalmente por la actina y por

cuando menos otras tres protefnas gue tienen pesose moleculares de
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alrededor de 55,000, 150,000 y 220,000 daltones. Esta filtima pro-
teina ha sido identificada en este laboratorio y correspcnde a la
proteina fodrina (116). Aparentemente estas tres proteinas interac-
cionan de manera especifica con la actina, por lo que sospechamos
que pudieran tener algiin papel en la regulacidn de la polimerizacidn

de cdicha proteina.

Entre los objetivos de este laboratorio se encuentrs el de
separar cada una de las proteinas asociadas a la actina en los geles
citopldsmicos. Una vez aisladas estudiaremos en detalle su interac-

cidn con la actina.

Hasta el momento hemos encontrado. grandes dificultades para
obtener por separado cada una de las proteinas que constituyen a los
geles citoplésmicos, debido a que aunque las uniones entre ellas no
son covalentes, parecen ser muy fuertes resistiendo incluso a

algunos agentes fuertemente desnaturalizantes.

La obtencién de anticuerpos monoclonales usando como antigeno
a la mezcla de las proteinas que constituyen a los geles citoplds-
micos, a la vez que podria hacer trivial la separacién de dichas
proteinas con el objeto de ser usadas como antigenos individuales,
contribuiria a resolver una gran parte de los objetivos de varios

provecios planteados en este laboratorio.
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OBJETIVOS

Establecer en nuestro laboratorio la metodologia necesaria
para la produccidén de hibridomas y anticuerpos monoclonales
que serdn incorporados no solamente comc herramientas
tiles en el estudio de las proteinas que constituyen a los
geles citoplédsmicos, sino para abrir nuevas perspectivas en
el estudio de este y otros sistemas abordados en nuestro

laboratorio.

Obtener hibridomas productores de anticuerpos monoclonales
que reconozcan especificamente a una o varias de las protei-
nas que constituyen los geles citopldsmicos de cerebro de

rata.
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MATERIALES ¥ REACTIVDOS

Las células Rat 1 fueron proporcionadas per el Dr. Igor Tamm
ce la Universidad Rockefeller de Nueva York. Las células de mielo-
ma ce la linea P3X63-Ag8{653 fueron proporcionadas per el Dr.
fngel De Blas de la Universidad Estatal de Nueva York, en Stony

3rock.

El suero fetal bovino, el conjugado anti-inmunoglobulinas de
ratdén acoplado a peroxidasa (E-1084-A) y el conjugado anti-inmuno-
globulinas de ratén acoplado a fluoresceina (E-1370-A) se obtuvie-

ron de HyClone Laboratories, Inc.

Los medios y reactivos para cultivo de células se obtuvieron de

GIBCO. E1 medio NCTC 109 se obtuvo de M.A. Bioproducts.

La insulina bovina, albtimina sérica bovina, tween-20, Tritén
X-100, o-feniléndiamina, dcidec oxalacético, aminopterina, timidina,
hipoxantina, piruvato, 8-azaguanina y dimetil sulféxido se

obtuvieron de Sigma Co.

El polietilénglicol 4000 se obtuvo de BDH. La acrilamida y
bisacrilamida se obtuvieron de los Laboratorics Serva. £l persulfa-
to de amonio y el TEMED se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories. EL

formaldehido se obtuvo de Aldrich Chemical.

Las membranas de nitrocelulosa se obtuvieron de Schleicher &

Shuell B A 85. 'a pelicula para fotograffa (Tri-X-Pan y Plus-X-Pan)
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de Kodak de Héxico.

Todos los dem&s reactivos fueron del grado analitico o reactive.
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METODO S

I. Cultivo de Células

A. Scluciones y medios de cultivo.
a) Medio MInimo Esencial modificado por Dulbeco (DMEM)

Se disolvieron 13.38 g de DMEM (Gibco 430-2100) en un litro
de agua bidestilada estéril y se le agregd 3.7 g de bicarbonato
de sodio. Se ajusté el pH del medio a 6.8 burbujeande CO,, se
esterilizd por filtracién (filtro Millipore 0.22 um) y se almacend

a u°cC.

b) Solucidn HT (hipoxantina-timidina)

Para preparar una solucién 100 X, se disolvieron 135 mg de
hipoxantina €107 M) y 38.7 mg de timidina (1.6 X 107%) en 100 m
de agua bidestilada estéril. Se ajustd el pH a 10 con NaOH. Se

esterilizd por filtracién y almacené en alicuotas de 10 ml a -20°C

c) Solucidn A (aminopterina)
Para una solucibn 100 X, se disolvieron 44 mg de amincpte=-
rina (10""M) en un litro de agua bidestilada estéril. .Se ajusté el
pH a 9.8. Se esterilizé por filtracidn y almacend en alicuotas

protegidas de la luz a -20°C.

d) Medio super HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina?

Para un Jitro se mezclaron 870 ml de DMEM, 10 ml de solucidn



fa)
(18]

HT, 10 ml de solucidén A, 10 ml de una solucidn de aminoScidos rc
esenciales (GIBCO), 100 ml de medio NCTC 1C9 (M.A. Bioproducts).
Se adicionaron 7.4 mg de insulina bovina (0.2 U/ml), 292 mg de
glutamina (2 mM), 132 mg de 4cido oxaloacético (1 mM) y 55 mg Z=
piruvato de sodio (0.5 mM). Se esterilizé por filtracidn y al-ace-

nd a u°cC.

e) Medio de congelacién
Para 100 ml se mezclaron 10 ml de dimetilsulféxido (DMSO 17§’
y 50 ml de DMEM. Se esterilizd por filtracidn y se adicionaron -:
ml de suero fetal de ternera (SFT) estéril. Se almacend en alicuc-

tas a -20°C.

f) Solucidn salina con amortiguador de fosfatos (PBS) para
cultivo
NaCl 137 mM, KC1 2.7 mM, MgCl

0.5 mM, CaCl, 0.9 mM, KH.FC

2 2
1.5 mM, Na,PO, 8.1 mM, disueltos en agua bidestilada estéril. Se
ajusté el pH a 7.2. Se esterilizd por filtracidn y almacend a

temperatura ambiente.

g) Polietilenglicol (PEG) para la fusidn
El polietilenglicol se utilizd al 50% para la fusidn. Se
esterilizd en autoclave un gramo de polietilenglicol (PEG 4000) en
un tubo cénico, se le adiciond un mililitro de DMEM sin suero y se
mantuvo a 60°C hasta la fusidn. Esta solucidn se prepard justo

antes de la fusién.
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B. Técnicas de Cultivo

a) Cultivo de Mielomas
En este trabajo utilizamos la linea celular P3X63-AgB8.653,
derivada de ratones BALB/c (32). Las células se descongelaron dos
semanas antes de la fusién y se resembraron cada dos o tres dias

5

de manera que no sobrepasaran concentraciones de 6 X 107 células/ml

de medio de cultivo. .Una semana antes ce la fusidn, las células
crecieron durante 3 dias en DMEM adicionado con 8-azaguanina (20

pg/ml) para eliminar a los mielomas revertantes.

b) Congelacidn de Células
Las células se despegaron, se tomd una alicuota para contar
y se centrifugé a 600 X g durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Se desechd el sobrenadante v se resuspendieron las cé&lulas en medio

de congelacidén (5 X 108 - 10 X 10E cels/ml). Se transfirieron a los

criotubos (1 ml/tubo) y se mantuvieron durante la noche a -70°C
en un ultracongelador y al dia siguiente se transfirieron al tanque
de nitrégeno liquido para su almacenamiento. En algunos de los
articulos citados se sugieren alternativas para la congelacidn (57,

58, 59 v 68).

c) Descongelacidn de Cé&lulas,

Se retird el criotubo del tangue de nitrégeno liquidou y se
mantuvo en hielo seco unos segundos hasta que se.eliminé el
nitr8geno. Inmediatamente después se sumergid en etanol al 70%

(a 27°C) hasta que se descongeld. El contenido se vacia en un tubo

cénico ¢u. contenia 40 ml de medio de cultivo con suero fetal de
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ternera. Se centrifugd a 600 X g durante 5 minutos y la pastilla
se resuspendid en 5 ml de medio de cultivo. Se sembraron las célu-

las en una caja pequefia.

II. Esquema de Inmunizacidn

Se inyectaron intraperitonealmente tres ratones BALB/c de € a
8 semanas de edad. En la primera inmunizacién las proteinas de los
geles citoplasmicos de cerebro de rata se mezclaron con adyuvante
completo de Freund. En la segunda inmunizacidn se utilizd adyuvan-
te incompleto y en la terccra se inyectaron las proteinas en una
solucién salina fisioldgica sin adyuvante. Los ratones se inyecta-
ron a intervalos de 15 dias con 150 ug de proteina de geles cito-
plasmicos de cerebro. Los ratones se sangraron ocho dias después
de la {iltima inmunizacién para verificar la presencia de anticuer-
pos especificos en los sueros. Tres dias antes de la fusidn se
inyectd al ratdn con 50 ug de proteina en solucidn salina por via
intravenosa. Existen varias alternativas para protocolos de inmu-

nizacién (60, 61, 62, 66).

III. Produccibén de Hibridomas

A. Preparacidn de las células de mieloma

Se utilizaron cultivos celulares en fase exponencial de cre-
cimiento. Las células se despegaron de la caja, se tomd una
alicuota para contarlas, se centrifugaron 600 X g durante 5 minutos
a temperatura ambiente y se resuspendieron en 10 ml de DMEM (sin

7

SFT). Se utilizaron entre 2 X 10 y 5 X 107 células para la fusidn.
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B. Preparacidn de las células del bazo de ratones BALB/c

El ratén se sacrificd por dislocacibn cervical y se sumergid
durante un minuto en etanol al 70%. Todos los pasos siguientes se
realizaron en la campana de flujo laminar en condiciones estéri-
les. E1 animal fue colocado con el lado izquierdo hacia arriba en
una caja de Petri, se obtuvo el bazo usando varios juagos de
instrumentos estériles. Se sumergid en 2 ml de PBES que contiene
2% de suero fetal de ternera. Con unas tijeras se triturdé el bazo
hasta tenerlo en pedazos pequefios. Se pipeted el PBS con el tejido
para disgregar las células. Se dejé que los pedazocs grandes sedi-
menten por gravedad y se transfirid el sobrenadante a un tubo
cfénico. Se centrifugd a 600 X g durante 5 minutos. Se resuspendid
en 5 ml de DMEM (sin suero) y se mantuvieron a 37°C hasta la

fusidén.

Las células del bazo de ratones no inmunes (alimentadoras) se
obtuvieron de la misma manera pero se resuspendieron en 10 ml de

medio super HAT con 10% de suero fetal de ternera.

C. Fusidén Celular
Se colocaron las células de mieloma (2 X 10T -5X10") y las
células del bazo del ratdn inmune (1 X 10%) en un tubo cénizo de
50 ml. Se centrifugaron a 600 ng_durante 7 minutos a temperatura
ambiente y se desechd el sobrenadante por aspiracién. Se rompid la

pastilla golpeando el fondo del tubec para mezclar las células.

A partir de este momento todas las operaciones se realizaron

a 37°C. Se agregd lentamente 0.8 ml de PEG al 50% resbalando por
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la pared del tubo durante el transcurso de un minuto. Se agrega-
ron 20 ml de DMEM (sin suero) durante 5 minutcs. Se centrifugaron
las células a 600 X g durante 7 minutos a temperatura ambiente.
Se descartd el sobrenadante y se aspird el medio restante. Se
agregaron 10 ml de super HAT con 10% de suero fetal de ternera y
se resuspendieron las células pipeteando varias veces. Se agrega-
ron 40 ml de super HAT con suero y se suspendieron las células
homogéneamente. Se agregaron 0.75 ml de células alimentadoras

6

(7.5 X 10 cé&lulas) y se agitd el tubo. Se distribuyeron en cajas

de microcultivo (96 pozos) colocando una gota por pozo.

Las placas de microcultivo se incubarcn a 37°C con 10% de
coz. Los cultivos se alimentaron adicionando una gota de medio
completo, a los 5 y 10 dias después de la fusidn. Dos o tres

semanas después se observd el crecimiento de colonias de células.

D. Clonacién por Dilucidén Limitada
Se obtuvieron células alimentadoras del bazo de un ratén
normal de la manera antes descrita. Se despegaron las células y se
contaron, se realizd la dilucidn de manera que quedaron 0.5 y 1
célula por pozo (30 y 60 células en 7.5 ml de medio HAT). Se adi-
ciocnaron las células alimentadoras y se sembraron las placas de
microcultivo depositando una gota en cada pozo. Cinco dias después

ze alimentaron los cultivos adicionando una gota de medio HAT.

IV. Deteccidn de Hibridomas Productores

A. Ensayo Inmunoenzimﬁtico (ELISA)

El procedimiento empleado en este ensayo fue esencialmente el
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descrito por Engvall (64, §5). Se utilizaron placas de microtitu-
lacibn (Nunc) de poliestireno. El antigeno se adsorbif mediante
la incubacién de 100 pl por pozo de una sclucién de proteinas de
geles citoplasmicos de cerebro de rata conteniende 20 pg/ml en
unaz solucidn salina amortiguada con fosfatos (PBS, fosfato de
sccio 0.01 M pH 7.2 y NaCl 0.9%). Las placas se incubaron 2 horas

a 37°C (67}

Lz solucidn del antigeno se aspiréd y se saturaron los sitios
libres del poliestireno agregando 100 pl de alblmina sérica bovina
al 1% disuelta en PBS-Tween-20 §.05% & Incubando una hora a 27°C.

La placa se lavd con PBS-Tween.

La placa se incubd con 100 ul del sobrenadante de los hibridos
(medio de cultivo), durante 2 horas a 37°C. Se descartd el sobre-

nadante y se lavd la placa.

Las inmunoglobulinas unidas especificamente se detectaron con
el conjugado peroxidasa anti-IgG de ratdn, diluido 1:2000 en
PBES-Tween con albimina al 1%. Se incubarcon 100 ul por pozo durante

2 horas y se lavé la placa.

Para detectar el conjugado unido se agregaron 100 wl por pozo
de la solucidn del sustrato que contenia o-fenilendiamina 2.7 x
10”3 M, H,0, al 0.01% en amortiguador de citratos 3.7 X 1073 M
pH &, la reaceidn transcurrid a 37°C en la oscuridad durante 15
minutos o hasta que se-desarrolld el color en los controles posi-

tivos. La reaccidfir enzimitica se detuvo mediante la adicidén de una

gota de H2SOW LN.
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Los resultados se analizaron visualmente en relacién a los ccn-

troles negativos.

B. Inmunofluorescencia de c&lulas en cultivo

Para las inmunotinciones se utilizaron las lineas celulares Ra=x
1 derivada de fibroblastos y la LBES derivada de mioblastos de
rata. Las células se crecieron sobre cubreobjetos de vidrio. Se
les retird el medio de cultivo y se lavaron 3 veces con PBS. Se
fijaron en formaldehido al 3.7% en PBS durante 30 minutos. Se lava-
ron 3 veces durante 5 minutos con PBS y se permeabilizaron adicic-
nando tritén X-100 al 0.5% en PBS, incubando 10 minutos. Se lavarcr
con PBS 3 veces durante 5 minutos. Se adicionaron 30 ul del mecic
de cultivo de hibridomas y se incubd durante 20 minutos. Los cubre-
objetos se sumergieron 3 veces en PBS y se lavaron 3 veces. Se
agregd el 2° anticuerpo (conejo anti-IgG de ratén conjugado a fluco-
resceina) diluido 1 a 50 en PBS y se incubd durante 20 minutos. Se
sumergieron 3 veces en PBS y se lavaron 3 veces. Se enjuagaron con
agua bidestilada y se montaron en el portaobjetos con una gota de
gelvatol-fenilendiamina. Se observé la tincién en el microscopioc <=

fluorescencia.

C. Inmunodeteccidn de proteinas electrotransferidas de poliacri-

lamida a nitrocelulosa

a) Electroforesis en geles de pocliacrilamida-SDS
La electroforesis se hizo en geles planos de poliacrilamida
de 14 X 14 cm y 1.5 mm de espesor, preparados de acuerde con el pro

cedimiento descrito por Laemmli (55).
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El gel separador se prepard a las concentraciones finales
siguientes: acrilamida 10%, bisacrilamida 0.27%, SDS 0.1% y
Tris-HCl 0.38 M de pH 8.8. La polimerizacidn se realiz§ al agregar

persulfato de amonio al 0.06% y Temed al 0.08%.

El gel concentrador se prepard con las concentraciones fina-
les siguientes: acrilamida £%, bisacrilamida 0.14%, SDS 0.1% y
Tris-HC1l 0.125 M de pH 6.8. Para polimerizar el gel se adicionaron

persulfato de amonio al 0.05% y Temed al 0.01%.

La solucidn amortiguadora que se utilizd para la electrofore-
sis contenia: glicina 0.192 M, SDS 0.1% y Tris-HC1 0.025 M de pH
8.3. La electroforesis se corrid a 100 voltios durante el tiempo
necesario para que el colorante usado como marcador llegara a un

centimetro de la base del gel.

En la mayor parte de los casos las muestras para la electro-
foresis fueron liofilizadas y posteriormente disueltas en la solu-
cibén de Laemmli (55) para muestras, compuesta por rojo de fenol
2.8 X 10"°M, SDS al 2%, glicerol al 10% y Tris-HCl 0.6 M pH 6.8.
A continuacidn se ajustaron a una concentracién final de 5% de
B-mercaptoetanol y se calentaron a 100°C por tres minutos y se

aplicaron al gel. La cantidad de proteina fue de 3 mg de gel de

cerebro en un volumen de 1 ml.

b) Transferencia a papel de nitrocelulosa
Este método estf basado en lo descrito por Towin y colabo-
radores (63). El gel se incubd 2 veces durante 30 minutos en el

amortiguador de transferencia (glicina 192 mM, metanol 20%, Tris-
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HC1 25 mM de pH 8.3). Se cortd el papel de nitrocelulosa (PNC) li-
geramente mayor al tamafio del gel y se incubd 5 minutos en agua.

Se equilibrd el PNC en el amortiguador de transferencia durante 1%
minutos. Se humedecieron 2 hojas de papel Whatman en el amortigua-
dor.y se hizo el "sandwich" de manera que el gel y el papel de ni-

trocelulosa quedaran en contacto sin atrapar burbujas entre ellos.

Se colocaron el gel y el papel unidos en la clmara llena de
amortiguador asegurdndose que el gel quedara orientado hacia el
cétodo (~-) y el PNC hacia el &nodo (+). Se transfirid durante la

noche a 50 voltios.

Después de la transferencia el gel se tifid con azul de Cooma-
ssie para verificarla (&cido tricloroacético al 50% y 0.1% de azul
de Coomassie). Se recortd una tira del PNC y se tifid un minuto con
negro de amido (negro de amido 0.1% en 45% metanol y 10% &cido
acético) y se destifid unos minutos con una solucién 90% de metanol

y 2% de &cido acético.

Para bloquear los sitios de unidn inespecifica el papel se
incubd® en albdmina sérica bovina al 3% en una solucidén salina
(NaCl 0.9%, Tris-HC1 10 mM pH 7.4) durante 12 horas a temperatura

ambiente v con agitacién.

¢} Inmunodeteccién
La inmunodeteccidn se realizb bésicamente con el método
descrito por De Blas (56). Se lavé el papel con PBS-Tween 0.05% y

se recortd en tiras de 3 mm. Las tiras se ineubaron con el medio



39

de cultivo de hibridomas de 2 a 3 horas a temperatura ambiente y
cen agitacién. Se lavaron las tiras 3 veces con PBS-Tween y se
agregd el 2° anticuerpo (conejo anti-IgG de ratédn acoplado a
peroxidasa) diluido 100 veces en PBS-Twe=n y se incubd una hora a
temperatura ambiente. Se lavd tres veces con PBS-Tween durante 5§
minutos. Se lavd con una solucién de fosfatos 50 mM pH 7.4 durante

5 minutos.

Pafa revelar la reaccidén se incubarcn las tiras de papel a
temperatura ambiente durante 10 minutos en la solucién de preincu-
bacibn (solucidn saturada de diaminobencidina DAB en fosfatos 50
m pH 7.4). Se incubd de 30 a 40 minutos mds en el revelador
(Solucidn saturada de DAB en fosfatos 50 mM pH 7.4, 0.03% de clo-
ruro de cobalto, 0.03% de sulfato de nickel amonio y 0.005% de
H202) con agitacién constante. Se usaron guantes, mascarilla y se
realizaron las operaciones en la campana extractora, ya que el DAB
es carcinogénico (56). Se lavaron las tiras 4 veces con amortigua-
dor de fosfatos durante 5 minutos. Se lavaron 2 veces con agua
bidestilada. Se incubaron las tiras con 0.1% de 050u en agua por

cinco segundos y se lavaron con agua bidestilada.

V. Gelificacidn de extractos Citoplésmicos de Cerebros de Ratas

Los cerebros de un niimerc variable de ratas de 8 dias de edad,
de la cepa Wistar-Porton, fueron disecados, lavados con upa solu-
cidén 0.15 M de NaCl, a 0°C, y secados sobre papel filtro Whatman
Ne. 2. Este tejido nervicso fue pesado y homegeneizado con un

volumen de una solucidn amortiguadora que contenia 40 mM de Tris-
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HCl1 pH 7.4, 0.5 mM ATP, 1.0 mM EDTA y 10 mM de B-mercaptoetanol.
La homogeneizacién se hizo en un homogeneizador del tipo Dounce,
mediante 7 movimientos del &mbolo. El homogeneizado fue centrifu-
gado a 10,000 X g, a 4°C, durante 15 minutos; el sobrenadante de
esté centrifugacifn fue centrifugado nuevamente, en esta ocasidn
a 100,000 X g, a 4°C, durante 60 minutos. El sobrenadante fue
incubado a 25°C por 60 minutos. El gel tridimensional formado
durante esta Gltima incubacién fue roto mediante agitacién en un
agitador tipo "vortex", v fue centrifugado a 10,000 X g, a 25°C,
durante 15 minutos. La pastilla de esta centrifugacién fue lavada
en dos ocasiones con solucién GM-1 que contenfa 0.5% de Tritén
X-100. Las pastillas lavadas fueron denominadas '"geles citoplasmi-
cos". En general estas pastillas fueron almacenadas a -70°C hasta

antes de ser usadas.
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RESULTADOS

I. Andlisis electroforético de las proteinas de geles citoplésmicos

de cerebro de rata

Antes de inmunizar a los ratones las pastillas de geles cito-
plésmicos de cerebro de rata de 8 dias de nacidas se analizaron
electroforéticamente en un gel de poliacrilamida con SDS y 8 M
urea con la finalidad de verificar la composicidn de las proteinas
que constituyen el gel y que han sido descritas en trabajos ante-
riores (113, 114). En la Figura 7 puede verse que estos geles
estén constituidos principalmente por la proteina actina y por lo
menos otras tres proteinas que tienen pesos moleculares de
alrededor de 55,000, 140,000 y 220,000 daltones. En cada uno de los
carriles se corrieron distintas cantidades de proteina de la misma
pastilla de geles citopldsmicos. Las proteinas contenidas en esta
pastilla se utilizaron tanto para la inmunizacidén de los ratones
como para la deteccidn de los hibridos productores de anticuerpos

especificos dirigidos contra ellas.

II. Anflisis de los sueros de los ratones inmunes

Los ratomes inmunizados con el esquema descrito en la seccién
de mftodos fueron sangrados ocho dias después de la 3a. inmuniza-
cifn para obtener los sueros., La inmunoreactividad de los sueros
fue analizada primero con un ensayo inmuncenzimitico (ELISA), donde
se obtuvierom los resultados que se presentan en la Tabla III. Como

puede verse los sueros de los tres ratones inmunizados fueron igual
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Figura 7. Andlisis electroforético de las proteinas de geles

citopldsmicos de cerebro de rata. La pastilla de geles citcplés-

micos se disolvid en el amortiguador de lisis y se aplicaron las
siguientes cantidades de proteina; 100, 80, 60 y 40 ug de
izquierda a derecha. Se corrid un gel de poliacrilamida al 10C%
que contenia SDS y 8 M urea. Se observan las proteinas que ccns-
tituyen el gel: actina, 55K, 140K y 220K. La proteina de 220X

ha sido identificada en el laboratorio como la fodrina (116).
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TABLA ITI

TITULACION DE LOS SUEROS DE LOS RATONES INMUNES

Ratén BALB/c - . Titulo del Suero
1 negativo (control)
z 1/5000
3 1/5000
L 1/5000

Los titulos de los sueros de los ratones inmunes
se determinaron con el ensayo de ELISA y la valo
racidén se realizb de manera visual comparéndolos
con los controles negativos (suero de ratones no
inmunizados). El suero del ratdén marcado con el
niimero uno es un suero normal de un animal que -

no fue inmunizado.
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ra
mente positives, lo cual indica que hubo una buena produccién de

anticuerpos especificos en todos los casos.

De acuerdo a los resultados del enseyo de LLISA los itres rato-
nes inmunes eran buenos candidatos para la fusidn. Para determinar
cual de los ratones inmunes se utilizaria se decidid realizar una
inmunodeteccidn de las protefnas del gel citopldsmico electrotrans-
feridas de un gel de poliacrilamida & papel de nitrocelulosa. Con
este ensayo puede determinarse contra cuales de las proteinas estan
dirigidos los anticuerpos de los sueros de los ratones inmunes.
Como puede verse en la Figura 8 el suero del ratén marcado con el
nimero 2 reconoce principalmente proteinas de alto peso molecular.
El suero del ratén nimerc 3 muestra inmunoreactividad con la mayo-
ria de las proteinas que constituyen el gel. En el caso del ratdén
nimero 4 la inmunoreactividad principal es con las proteinas de
alto peso molecular y un reconocimiento md3s débil de la proteina

actina.

Basindonos en los resultados de estos ensayos se decidid emplear
el bazo del ratdn nlmeroc 3 para la fusidn, ya que el suerc de este
ratdn presentaba inmunoreactividad con tcdos los componentes del
gel citoplésmico de cerebro, teniendo la posibilidad de cohiener

anticuerpos monoclonales contra cada uno de ellos.

III. Fusidn Celular
Las células obtenidas del bazo del ratdn inmune marczdo como
nmero 3 se fusionaron con c8lulas de mieloma de la linea

P3X63=Ag8.€53 en la forma descrita en la seccién de métodos. El
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Figura 8. Inmunodeteccién de proteinas electrotransferidas
de un gel de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa. Se
corrieron las proteinas del gel citoplismico y se transfi-

rieron a papel de nitrocelulosa como se describe en la
seccidn de métodos. Carril 1, inmunodeteccidén con el suero
de un ratén no inmunizado (control). Carriles 2, 3 y 4,
inmunodeteccidén con los sueros de los ratones inmunes mar-

cados con los niimeros 2, 3 y 4 respectivamente.
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total de las c&lulas resultantes de esta fusidn se distribuyd en
8 placas de microcultivo, cada una de estas placas tiene 36 poci-
llos independientes y suman en total 768 cultivos individuales.
Quince dias después de la fusibén cada unc de los cultivos se
inspecciond visualmente, con la ayuda de un microscopio invertido,
N
para detectar el crecimiento de colonias de hibridos. En la Tatls
IV se resume el nimerc de colconias presentes por cultivo y el
total de cultivos con colonias en cada placa de microcultivo. Como
puede verse del total de 768 microcultivos, 720 mostraron creci-

miento, variando de una colonia por pocilleo hasta m&s de siete.

En la Tabla V se nmuestra la eficiencia de hibridacién que
fue del 93.7%, esta eficiencia indica que de cada 100 cultivos
sembrados en 93.7 de ellos se detectd crecimiento celular. En
esta misma tabla se presenta el porciento de colonias por cultivo,
puede observarse que el porcentaje mids alto corresponde a 2 colo-
nias por cultivo, este porcentaje disminuye conforme aumenta el
nimero de colonias. En la linea que corresponde a 7 o mls colonias
se han agrupado todos aquellos pozos que tenian entre 7 y 13
colonias, siendo 12 el nimero mdximo de colonias detectadas por

cultivo.

IV. Deteccidn de hibridomas productores de inmunoglobulinas espe-

cificas

En la tercera semana después de la fusién se observd que en
la mayorfa de los pocillos el medio de cultivo se habia tornado
amarillo, lo que indica que los cultivos han alcamzado el creci-

ri2wto necesario para realizar los ensayos de deteecibn de anti-



TABLA IV

EESUMEN DEL NUMERO DE COLONIAS DE HIERIDOS Y DE CULTIVOS CON COLONIAS
OBTENIDAS DE LA FUSION DEL BAZO DEL RATCN NUMERO 3 INMUNIZADO CON PROTEINAS

DE GELES CITOPLASMICOS DE CEREERO DE RATA

N{mero de colonias

Flaca de microcultivo

49

por cultivo A B X D E F X W Total
1 21 14 12 16 15 14 5 8 105
2 19 22 29 28 23 20 16 12 169
3 15 24 20 21 15 16 18 8 137
4 11 14 14 L 15 15 12 11 103
5 8 7 13 Yy 8 7 6 15 68
6 4 5 3 4 5 6 10 8 45
i 6 9 4 5 10 10 19 30 93

Cultivos con

colonias 84 95 g5 89 91 88 86 92 720

El nlmerc de colonias por cultivo y el nimerc de cultivos con colonias se

determind por inspeccidn visual en un microscopio invertido.



TABLA v

FUSION DE CELULAS ESPLENICAS DE RATON BALB/c
(INMUNIZADC CON GELES CITOPLASMICOS DE CERE-
BRO DE RATA) CON CELULAS DE MIELOMA DE LA
LINEA P3X63 - AgB8.653.

Eficiencia de hibridacidn 93.7 %
Colonias por cultivo 1 1.6 %
2 23.5 %
3 19.0 %
B 14.3 %
5 9.4 %
6 6.3 %
7 12.9 %
Eficiencia especifica 18.3 %

La presencia de anticuerpos contra proteinas
de los geles citoplésmicos de cerebro se de-
termind por el ensayo de ELISA.

50
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cuerpos especificos en el medic de cultivo. Se tomaron 100 ul del
medio de cultivo de cada uno de los 720 pocillos que mostrarcn
crecimiento para analizarlos mediante el ensayo inmunoenziméticg
en fase sb&lida (ELISA), como se describe en la seccidn de métedos.
Para este ensayo se utilizd como ligando (antigenoc) la misma
mezcla de proteinas de los geles citopldsmicos que se empled en

las inmunizaciones.

En la Tabla VI se presentan los resultados del ELISA. El1 desa-
rrollo de color en el ensayoc se evalud de manera visual por compa-
racién con los contrcles negativos (medic de cultivo de mielomas)
y se les asignd un valor de una, cos o tres cruces en orden cre-
ciente de intensidad del color desarrollado durante la reaccidn.
Como puede verse, de los 720 medios de cultivo ensayados, 132
fueron positivos en el ensayo de ELISA, lo cual indica la presen-
cia en los cultivos de hibridos productores de anticuerpos espe-
cificos contra proteinas de los geles citopldsmicos. La eficiencia
especifica de hibridacién que se muestra en la Tabla V se calculd
bas&ndonos en estos resultados del ELISA y significa que de cada
cien cultivos en los que se presentd crecimiento celular 18.3
contenian hibridomas productores de anticuerpos especificos contra

proteinas de los geles citoplésmicos.

V. Inmunofluorescencia de células en cultivo

De los 132 cultivos que resultaron positivos en el ELISA, 110
fueron ensayados para la tincién de células en cultivo por inmuno-
fluorescencia, empleando un segundo anticuerpo anti-inmunoglobuli=-

nas de ratbn acoplado a fluoresceina, de la manera descrita en la
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CULTIVOS DE HIBRIDOS CON RESULTADOS POSITIVOS EN ELISA

CULTIVO ELISA

CULTIVO ELISA

CULTIVO ELISA

CULTIVO ELISA

1. 3AA3
2. 3AAS
3. 3JAB3
4. 3ABy
5. 3AB10
6. 3ACZ
7. 3AD2
8. 3ADS
9. 3AD1O0
10. 3AE1
11. 3AE7
12. 3AG10
13. 3AH2
14. 3AH7
15. 3AHS8
16. 3BAS
17. 3BB1
18. 3BB3
19. 3BC10
20. 3BD2
21, 3BEDS
22. 3BD11
23, 3BFlC
24. 3BG3
25. 3BGH

6. S S8=2

32. 3CBAH

33, 3CBs
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+

+

+

++

+ + + *

*

+

++
++

v

++

4
+

+

34, 3CB11
35. 3cc1
36. 3CC2
37. 3CCu
38. 3CC5
39. 3CC8
40. 3CD2
41. 3CDu4
42. 3CD8
43. 3CES
44. 3CE11
45. 3CF10
46. 3CHY
47, 3CH7
48. 3CH9
49. 3CH10
50. 3DAS8
51. 3DB3
52. 3DBS
§3. 3DC10
54. 3DD2
§5. 3DD8
56. 3DF2
57. 3DE3
58. 3DGi1
58, 3DHI
50. 3DH11
51, 3EA12

2. 3EC12

66. 3

+

++
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++
+4

++

++

++
4
L

++

67.
68.
69.
70.
94
2.
73.
'
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
8L.
85.
86.
87.
8g.
89.
90.
92.
93,
gy,
as,
g6.
97.
98,
3g.

3EF8
3EF12
3EG1
3EGS
3EH1
3EHS
3EH11
3FB4
3FC2
3FC3
3FCYy
3FCH
3FCi1
3FC12
3F¥D2
3FD7
3FE7
3FF7
3FG3
3FH1
3FH11
3GCB
36D2
3GD5
3GD11
3GE1D
3GE11
3Gr1
3GFr3
3GF12
3GG1
36610

3GG11

++

+

++

+

++
++
++

++

#

i+
+4
T4
++

++

100. 3GHS
101. 3GHS
102. 3HA?
103. 3HAS
104. 3HAS
105. 3HA10
106. 3HA12
107. 3HB1
108. 3HB4
109. 3HES
110. 3HB10
111. 3HB11
112, 3HC11
113. 3HC12
114, 3HD1
115. 3HD3
116. 3HD4
117. 3HDS
118. 23HD1O
119. 3HE1
120. 3HE®
121. 3HE7
122. 3HE12
123. 3HF1
124, 3HFS5
125, 3HFS
12€. 3HG1
127. 3HG2
128. 3HG7?
129. 3HGS
130. 3HH1
131. 3HH2
132. 3HH8

+
+

++
+

+

+4
++
&

+4
+

+4
+

e+
++
++
++
++
++
++
+4+
++
++
i+
+4

++

La evaluacidn del ensayo se realizd de manera visual por compara-

i

Qe lea asignd un valor de 1.

2?

cibn con los controles negativos (medic de cultive de mjelomas):
3 ecruces en ordaea creclente de
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seccién de mé&todos. De los 110 medios de cultivo probados 39 fue-

ron positives y 71 negativos.

En la Figura 9 se muestran alguncs de lcs patrones de tincibn
observados; en los recuadros A y B se presentan imégenes del mismo
campo en microscopia de contraste de fases v microscopia de fluo-
rescencia respectivamente. Como puede verse el patrdn de tincibn
en inmunofluorescencia corresponde 2 lo que parece ser gran canti-
Zad de vesiculas de diverscs tamafios, distribuidas en el citoplas-
-a, que se observan claramente en la microscopia de contraste de
fases. En el recuadro C vemos una tincién tipica de filamentos de
gctina, se pueden observar racimos y mallas o redes de microfila-
mentos. La tincidn del recuadro D resulta muy similar a las que
suelen obtenerse con anticuerpos dirigidos a proteinas asociadas
con actina como la g-actinina que muestran cierta pericdicidad a
lo largo de los racimos de microfilamentes (115). En el recuadro
E vemos una tincidn difusa de todo el citoplasma con algunos pun-
tos mads focalizados. En la fotografia del recuadro F se cbserva
una tincién del ndcleo celular y sus alrededores. En el rccuadro
5 vemos una tincidn que muestra lo gue parecen ser microtibulos.
£n la fotografia del recuadro H vemos una tincidn difusa d=l cito-
plasma que se torna mds intensa cerca del nicleo, ademis
cantidad de wvesiculas que muestran una tincidn similar a
s¢ obtiene con anticuerpes anti-clathrina, una proteina

reviste ciertas vesiculas endociticas (1

i

5). Finalmente en el
racuadro I vemos una tineidn que muestra un solo agregade fluores-

cente localizado cerca del nicleo.
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Figura 9. Inmunofluorescencia de cflulas en cultivo.

Recuadros A y B microscopia de contraste de fases y de
fluorescencia del mismo campo. Recuadro B inmunofluo-
rescencia de cé&lulas L6EY con el medio del cultivo 3CDS.
Recuadro C, tincidn de células Rat 1 con el medio del
cultivo 3BB1. Recuadro D, tincién de c&lulas Rat 1 con

el medio del cultivo 3FCh. Recuadro E tincidn de células
L6E9 con el medio del cultivo 3ED10. Recuadro F, tincidn
de células L6ES con el medio del cultivo 3BF10. Recuadro
G tincidén de cé&lulas L6E9 con el medio del cultivo 3GD11.
Recuadro H tincidn de cé&lulas Rat 1 con el medio del cul-
tivo 3FG3. Recuadro I, tincién de células LSEY con el me-
dio del cultivo 3FC2.
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VI. Inmunodeteccién de protefnas electrotransferidas a nitrocelu-

lcsa

La inmunodeteccidn de protefnas electrotransferidas de geles
de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa tiene como finalidad
ideﬁtificar por su peso molecular las proteinas reconidas especi-
ficamente por los anticuerpos producidos por los hibridos. Los
medios de cultivo de 81 de los pocillos analizados por inmuno-
fluorescencia se emplearon para este ensayo, 49 fueron positivos
reconociendo una o m&s bandas de proteina y 34 resultaron negati-

vos ya que no revelaron ninguna banda.

En la Figura 10 carril 1 y 2 se muestra la inmunodeteccién, de
electrotransferencias, con medio de cultivo de mielomas (control
negativo) y medio del hibrido 3DH11 respectivamente, en ambos casos
no existe reconocimiento de bandas de proteina, el hibrido 3DH11
es un ejemplo de los medios de cultivo que fueron negativos en
este ensayo y que sin embargo, presentan inmunoreactividad en
ELISA. En el carril 3 de la Figura 10 se observa el reconocimiento
de una gran cantidad de bandas de proteina. En los carriles 4 y §
se presenta la inmunodeteccidn con los medios de cultivo de los
hibridos 36610 y 3EA12 respectivamente; en el primer caso se apre-
cia la inmunoreactividad con la proteina actina y en el segundo
con la actina y con otra proteina de 55,000vda1t0nes. En la Figura
10, carril 6, el reconocimiento especifico es contra la proteina
55K. En el carril 7 la inmunodeteccifn corresponde a una proteina
de peso molecular de 68,000 daltones. El carril 8 muestra la
deteccidén de un grupo de bandas de proteina de alto peso molecular,

se observan por lo menos seis bandas bien definidas. Enh el carril
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Figura 10. Inmunodeteccidn de proteinas electrotransferidas

de un rel de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa. Se

corrier: .

las proteinas de geles citoplismicos y se trans-

firieron a papel de nitrocelulosa como se describe en la

seccibn de métodos. Carril 1, inmunodeteccibdn con medio de

cultivo de mielomas (control). Carril 2, inmunodeteccidn
con medio

medio
medio
medio
medio
medio
medio
medio
medio

del
del
del
del
del
del
del
del

del cultivo 3DH11. Carril 3, inmunodeteccidn con

cultivo
cultivo
cultivo
cultivo
cultivo
cultivo
cultivo

cultivo

3DD7. Carril 4, inmunodeteccién con el
36G10. Carril 5, inmunodeteccién con el
3EA12. Carril 6, inmunodeteccién con el
3HG8, Carril 7, inmunodeteccién con el
3FB4, Carril 8, inmunodeteccidn con el
3AE1. Carril 9, inmunodeteccién con el
3AG10. Carril 10, inmunodeteccién con el
3AFS.
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3 el medio de cultivo 3AG10 reconoce especificamente 3 bandas
claramente definidas de peso molecular mayor de 200,000 daltones,
procablemente isoformas de la proteina fodrina (116). En el carril.
10 se muestra la inmunoreactividad con tres proteinas; una de ellas

t5K v las otras dos de alto peso molecular.

Zn la Figura 10 se muestran algunos éjemplos de los patrones
enccntrados en la inmunodeteccidn de proteinas electrotransferidas.
Cuando la deteccidn fue positiva se observaron patrones que pueden
azgruparse en tres tipos bdsicos: reconocimiento de un nimero
discreto de entre 2 y €& bandac bien definidas: reconocimienio de
unz sola banc- de proteina; reconocimiento de gran cantidad de
bancar de varios pesos moleculares. De los 49 medios de cultivo
positivoes 29 mostraron inmunoreactividad con la actina, lo que
representa un 59%, el 41% restante mostrd especificidad para todos

los demé&s componentes de los geles citopldsmicos.

VII. Clonacidn de los hibridos

De todos los cultivos productores de anticuerpos especificos
Gnicamente cuatro fueron clonados. La seleccidn de las clonas se
realizd mediante el ensayo de ELISA y la clonacién se efectud por
dilucién limitada como se describe en la seccién de métodos. En la
Tabla VII se mwestra la derivacién de los hibridos monoclonales
rrocuctores de anticuerpos. E1 hibrido preclonado 3AD2 mostrd
inmunorecctividad con la actina en la deteccidn de proteinas elec-
trotransferidas y fue negativo en la tincidn de células por inmuno-
fluorescencia. Del hibrido 3AD2 se derivaron las clonas A8, E3, y

69, productoras de anticuerpos monoclonales contra la actina. El



DERIVACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
CONTRA LA ACTINA DE GELES CITOPLASMICOS DE
CEREBRO DE RATA

HIBRIDO
PRECLONADO CLONAS
3AD2 (4) Eu (1) E3 (1)
3BF10 (3) F5 (1) H2 (1)
//'BB =

F6 (1)\

c1 1)

3EA12 (2)

B9 (1)
3EHI (5) ——————— Gl (1>/

Los hibridos productores de anticuerpos se se-
leccionaron por ELISA y se clonaron. Los n(me-
ros entre paréntesis indican las colonias pre-

sentes por cultivo.
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hibrido 3BF10 dié origen a la clona H2, originalmente este cultivo
mcstrd especificidad-por la actina en la deteccidn de proteinas
electrotransferidas y la inmuncfluorescencia reveld la localizacidén
del antigeno en el niicleo celular comc == muestra en la Figura 9F.
Del cultivo 3EA12 se obtuvieron los hibridos B8, C1 y H3, este
medio de cultivo fue inicialmente positivo para la actina en la
electrotransferencia y m&strG una tinéién tipica de microfilamen-
tos en inmunofluorescencia. E1 hibricdo 3EH1 did origen a las clonas
BS y C2, este hibrido también mostrd inmunoreactividad con la
actina por electrotransferencia y su tincidn en células fue nega-

tiva.

Todos los hibridos clonados fueron seleccionados por su inmuno
reactividad con la actina y presentan reaccidn cruzada en ELISA con

actina alfa purificada a partir de misculo esquelético de conejo.

VIII. Clasificacidn y congelacién de los hibridos

Después de realizar todos los ensayos descritos, en las sec-
ciones anteriores, los hibridos preclonados se clasificaron en U
grupos en funcién de los resultados cbtenidos en la inmunodeteccidn
de proteinas electrotransferidas y en la tincidn por inmunofluores-
cencia como se muestra en la Tabla VIII. Esta clasificacidn es

T7: cierto punto arbitraria pero tiene como finalidad el permitir
un manejc prédctico de la informacidn obtenida de los ensaycs a los
que fueron sometidos los cultiveos, lo cual permitird un an&lisis
posterior para determinar en el futuro los hibridos que serdn des-
congelados y clonados de acuerdo a2 los planes de trabajo del labora-

torio.



TABLA VIII

CLASIFICACION DE LOS HIBRIDOS PRODUCTORES DE ANTICUERPOQS

CONTRA PROTEINAS DE GELES CITOPLASMICOS DE CEREBRO DE RATSA

GRUPO CARACTERISTICAS NUMERO §

1 Electrotransferencia negativa 13 17
Inmunoflucrescencia negativa

2 Electrotransferencia negativa 16 23
Inmunofluorescencia positiva

3 Electrotransferencia positiva 26 33
Inmunofluorescencia negativa

y Electrotransferencia positiva 23 29

Inmunofluorescencia positiva

Los hibridos productores de anticuerpos se clasificaron de

acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de inmuno-

deteccidn de proteinas electrotransferidas de geles de

poliacrilamida a papel de nitrocelulosa y el ensayo de tin

cién por inmunofluorescencia de c&lulas en cultivo de las

lineas Rat 1 y L6E9.

52
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Los cultivos se transfirieron de las placas de microcultivo
de 9€ pocillos a cajas de 24 pczos para expandir el cultivo y se
congelaron como se describe en la seccidn de métodos. Se congela-
ron en total 78 hibridos preclonados cuvas caracteristicas se
describen detalladamente en las Tablas IX, X, XI y XII que corres-

ponden a los grupos 1, 2, 3 v 4 respectivamente.



TABLA IX

HIBRIDOS PRODUCTCRES DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS DEL
GRUPO NUMERO 1

CULTIVO No. COLONIAS ELISA 1 ELISA 2

i 3AA3 1 +++ +

2 3AD10 L} + +

3 3BGU 2 + +

L 3CCS 1 i+ +4++

5 3DB3 2 + +

B 3DC2 2 ++ +

7 3EG1 4 ++ +

g8 3FD7 6 ++ *

9 3GD5 13 *++ +
10 3GF12 9 ++ ++
11 3HA10 8 ++ +
12 3HC12 6 ++ +++
13 3HDS 5 ++ &

Hibridos del grupc 1 con inmunodeteccidn de proteinas
electrotransferidas e inmunofluorescencia de células
en cultivo negativas. ELISA 1 se refiere al ensayo
iniciel realizado para detectar los cultivos produc-
tore: de inmunoglobulinas especificas y ELISA 2 al
ensayo realizado antes de la congelacidn para verifi-
car la estabilidad en la produccidn de anticuerpos.



TABLA X
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h'I"{'imS PRODUCTORES DE ANTICUERPCS ESFECIFZCOS DIl GRUPO NUMERO 2

CULTIVC QDLONIAS ELISA 1 ELISA 2 INMUNOFLUORESCENCIA
3A=3 2 + + Microfilamentos, Membrana F.
3ED8 3 ++ + Agregado perinuclear
3EH4 4 ++ + Filamentos Intermedios
3cce 6 + + Filamentos Intermedios
3CH7 2 ++ + Membrana plasmitica
3DD8 2 ++ +++ Agregado perinuclear
3DH11 3 + + Microfilamentos
3DE3 5 ++ + Microfilamentos
3ED10 4 + Citoplasma difuso, puntos.
3FC11 4 + Microfilamentos, Membrana P.
3FG3 3 + Nicleo v alrededores
3FH11 2 + Membrana plasm&tica
3GD11 L ++ + Microtibulos
36611 3 ++ - Microfilamentos, Membrana P.
34A8 5 + + Filamentos Intermedios
3HBY4 6 ++ ++ Microfilamentos, Membrana P.

Hibricos del grupo 2 con hmmmdeteceién de proteinas electrotransferidas
negativa e inmunoflucrescencia positiva. ELISA 1 se refiere al ensayo inicial
*\..ﬂ izado para detectar los cultivos productores de inmunoglobulinas especificas

p LLISA
estab:.ﬁ

2 al ensayo realizado antes de la corgelacién para verificar la
dacd en la produccidn de amticuerpos.



TARIA I

HIBRIDOS FRODUCTORES DE ANTICUERFGS ESFEICIFICOS DEL GRUPO NMERD 3

CULTIVO COLONIAS ELISA 1  ELISA 2 ELECTROTRANSFERENCIA
3502 g 4 ++ actina

3AD2 Y + + actina

2AH? 2 - ++ actina

JAHS 5 4 ++ actina, 55 K~

3340 7 + + actira

3EB3 y ++ + actina

3BC10 2 + + 68 K

3cRy u + ++ actina

30C1 g ++ + actina

30H10 2 ++ ++ actina

3DH9 y + b 5 actina

3FF3 2 4 ++ actina

3E 5 + + actina

3FBY b ++ + 68 K

3FCY 3 4 + alto peso molecular
3CF9 3 ++ ++ actina, 68 K

3GG10 5 ++ ++ actina

3HA? 1 ++ 4+ alto peso molecular
3HA5 2 + + 58 K

3HB1 5 + + alto peso molecular
3HC11 n ++ - actina

D2 5 ++ ++ actina

3HDLG 8 ++ * actina

2HF8 13 *+ L s

3137 5 4 ++ actina

@17 3 4 + alto peso molecular

Hitridos del grupe 2 con irmunodeteccién de proteinas electrotrens-
feridzss positiva e immmofluorescencia negativa. ELISA 1 se refiere
al ensayo inicial realizado pare detectar los cultivos productores
de imminoglobulinzs especificas v ELISA 2 al ensayo. realizado amtes
de la congelacidn para verificar la estabilidad en la produccidn de

anticverpos,

66
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HIERIDGS PRODUCTORES DE ANTICUERPOS CSPECITICOS DEL GRUPO NUMERC U4

QULTIVO COLONIAS ELISA 1 ELISA 2 IV CEPLUORESCENCTIA FLECTROTRANSFERENCIA
3AE1 E + ++ furtos en citceplasma 140 K

3AG10 2 ++ +H+ Puntcs en citoplasme alto P.M.
3AH7 2 4t +++ Vesiculas actina

3BE1 < + + Microfilamentos varias
3BF10 3 ++ + Noclec actina

3EG3 2 + + Microfilamentos actina, 55 K
3CE1 3 ++ ++ Puntos en citoplasma actina, 55 K
3Cz11 Z + Micrcfilarentos actina

3Cr10 4 + filamentos Intermedios 68 K

3Ce11 5 + + Redes perinucleares alto P.M.
3DA8 3 ++ + Microfilamentos varias

3DES 2 ++ ++ Difusa actina

3DF2 3 ++ + Microfilamentos actina, 55 K
3EA12 2 + + Micrcfilamentes actina, 55 K
3rC2 2 ++ ++ Agregado perinuclear actina

3FF7 3 + + Filamentos intermedics alto P.M.
3GE1 g ++ ++ Membrana plasmiatica varias

3HA12 13 ++ + Microfilamentos actima

3HC1 3 ++ + Puntcs en citoplasma alto P.M.

4 ++ + Miercefilamentos 55 X

3HE? 7 F# + Microfilamentos 55 K

ZHTS 3 +4 ++ Filamentos intermedics 55 K

3nEE ] ek ++ 55 K

Filamentos intermedics

Hibridos del grupo 4 con inmuncdeteccidn de protefnes
irmanoflucrescencia positiva. ELISA 1 se refiere al e

tectar "o*: cultivos productores de immuoglobulinas
realizado antes de la congelacién para verificar la e
micuerpoa.

1 Cid":

trensferidas positiva e
Leallz.ado para
icas vy _LTSH

al ensaya



DISCUSTION

La fusién celular reportada en este trabajo fue muy exitosa
como lo indica la eficiencia de hibridacién obtenida, que fue del
93.7%. La eficiencia especifica de hibridacién de 18.3% muestra
qﬁe aproximadamente una guinta parte de los cultivos presentd
crecimiento de hibridos con produccién de anticuerpos especificos
contra proteinas de los geles citopl&smicos. Debido a la alta
eficiencia especifica obtenida no fue necesario realizar mds fusio
nes ya que se obtuvieron gran cantidad de hibridos que fueron

inicialmente selecciconados con el ensayo de ELISA.

Para la produccién de hibridomas y anticuerpos monoclonales es
necesaria cierta habilidad en el manejo de cultivos celulares y de
algunas técnicas inmunolégicas, que implican una dificultad mis o
menos relativa. Sin embargo, la obtencién exitosa de anticuerpos
monoclonales depende en gran medida de los ensayos para la detec-
cién de los hibridos productores de inmunoglobulinas especificas.
La eleccidn del o los ensayos para la deteccidn de anticuerpos
depende no solamente de la rapidez, eficiencia y confiabilidad del
ensayo sino que cdeberd tenerse muy presente en qué serf empleado

.
el anticuerpo obtenido. Por ejemplo, si el anticuerpo seri empleado

para la localizacidn intracelular del antigenc, seria recomendable

n

eleccionarlo por inmunoflucrescencia, si se desea emplearlo para
cuantificar el antigenc en una mezcla de varias proteinas, digamos

por radioinmunoensayo, debe seleccionarse un anticuerpo que reco-
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nozca al antigeno en estas condiciones. En ocasiones se desea
obtener un anticuerpo que bloquee ciertz funcidn, entonces deberia
contarse con un ensayo donde se cobserve el efecto del anticuerpo

sobre la funcién.

Es de suma importanc®a establecer desde el inicio del trabajo
si todos los anticuerpos producides scn de interés, por ejemplo,
si se desea obtener una coleccién cempleta de anticuerpos contra
proteinas de membrana, de citoesqueleto, etc., o si se desez
seleccionar anticuerpos contra alguno o algunos de los componentes

del inmundgeno y de qué manera se realizari esta seleccidn.

En este trabajo se emplearon 3 métodos de deteccidén de anticuer-

pos:

1. E1 ensayo de ELISA mediante el cual se selecciona de manera
répida y confiable una gran cantidad de anticuerpos que pueden
reconocer a la proteina en su conformacién nativa o en forma
parcialmente desnaturalizacda, ya que la adsorcién del antigeno
al material plisticec produce con frecuencia cambios conforma-
cionales que exponen recgiones de la proteina que normalmente

no son accesibles al anticuer:zo.

Z2. La inmunofluorescencia de células =n cultivo que permite
seleccionar aquellos znticuerpos que reconocen al antigeno en
c€lulas previamente fijadas v permeabilizadas, cuando el

determinante antigénico es accesible para la inmuncglobulina.

3. La inmunodeteccién de protefnas electrotransferidas a papel



de nitrocelulosa donde la proteina se encuentra desnatur=s-
lizada va que fue transferida de un gel de pecliacrilarmice
que contenZe E03. En este ensayo se puede icdentificar a 1=

proteina reccnocida per el anticuerpo en funcién de st Tesc

molecular, sin embargc los anticuerpos no reconocen lc

determinantes zntigénicos que dependen de la estructurz

tridimensional ce la proteina.

de hibridos procuctores de anticuerpos especificos que son ce
interés, en este trabaic se utilizd este ensayo para realizar u-

preseleccidn de los cultivos que serian sometidos a los ensavcs :

inmunofluorescencia y electrotransferencia y disminuir de esta

manera la carga de trabajc que habria ocasicnado someter todes 1o

cultivos a estos des dltimcs ensayos.

La localizacidn intracelular de las proteinas asociadas a 1=z
actina es de especial interés en nuestro laboratorio, por estsz

razdn se ensayaron los medios de cultive por inmunofluorescenc:i

de c@lulas en cultive. De acuerdc a los resultados obtenides en

estos ensavos {inicamente 39 de los 100 medios probados son {tils

para este tipo de trabajo. El contar con esta informacién ncs
permitird descongelar y clonar tinicamente los hibridos elegicos
puede evitar esfuerzos infructuocscs tratando de obtener tincicnes
celulares con anticuerpos gue no fuercn seleccionados para este
fin v que pueden no reccnocer a las proteinas en células o tejidcs

fijados.

La ausencia de tinecién de aproximadamente el 65% de los hibrido-
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mas productores de anticuerpes puede tener varias interpretacio-
nes: cue el anticuerpc reccnczcsa uné secuencia primaria de
arino&cicos que solc esta expueste e le proteina desnaturalizada,
que el determinante antigénice Layva sido modificadec por el proce-
dizmiento de fijacién y permeabilizacifn ¢z la célula o por interac-
cién con otras moléculas, que el cdetermirnante antigénico no sea
accesible debido a interacciones de lz troteina con otras moléculas

que le bloquean espacialmente el accesc.

Los patrones de tincidn fuercon muv diversos; varios correspon-
den a tinciones tipicas de microfilamentcs (Figura 9-C) que se
obtienen con anticuerpos anti-actina lo cual indiea, juntec con los
resultados de las electrotransferencias, que una proporcidn alta
de los anticuerpos producidos reconocen especificamente a esta
proteina. Aunque la actina es la protefinz que se encuentra en mavor
proporcidén en los geles citopldsmicos que se emplearon en las
inmunizaciones, por lo general es muy poco inmunogénica debido a
que es una proteina con secuencia de aminodcidos muy conservada en
la escala bioldgica y que se encuentra en todas las células precca-
riotas. 3in embargo el suerc del ratdén 3 empleado en esta fusién
muestra inmunoreactividad con la actina como se observa en la
ura 8, en contraste con el suero =l ratén 2 que no muestra
produccién de anticuerpcos contra esta proteina y con el suero del

ratfn 4 decnde s2 observa una inmunoreactividad muy débil con la

In los resultados de inmunofluorescencia se observaron patrones

de tincibn que parecen cowresponder 2 microtfibulos (Figura 9-6) vy



filamentos intermedios. Este tipo de tincicnes indican la presen-

cia de protefnas gue forman parte ce estos sistemas de polimeros
que zedrian encontrarse en los geles citcplésmicos como contami-

nantes o mediante una interaccidn especifica ccr las proteinas gue

los censtituyen.

Se cbservaron dos tipos de tincidn que resultan muy interesan-
Tes; lé que se cbserva a la Figura 9-B que muestra gran cantidad
de vesiculas en el citoplasma y la de la Figura 9-F que muestra un
reconccimiento del interior del nicleo celular v de su periferia.
tn ambos casos los resultados de electrotransferencia indican que
los anticuerpos en los medios de estos cultivos reconocen a la
actina. La tincidn nuclear sugiere la posibilidad de que estos
anticuerpos reconozcan a una isoforma de la actina que se encuentra
en el interior del ndcleo (117). Sin embarge, serd necesaric clecnar
estos hibridos para determinar si los anticuerpos son especificos
. contra la actina, ya que cabe la posibilidad de que en estos
cultivos existan dos hibridos distintos; uno que produzeca anticuer-
pos que reconocen a la actina en electrotransferencia pero no
tifien en inmunofluorescencia y otro que preoduzca anticuerpos que

si tifien Tero no reconocen a la proteina electrotransferida.

La tincidn de la Figura I muestra un patrén observado previa-
mente con un antisuero contra la proteina 55K (114). En el labora-
torio se ha demostrado que corresponde 2 una tincién especifice

del aparato de Golgi.

Los resultados de la inmunodeteccién de proteinas electrotrans-

feridas nos proporcicnan informacidn sobre la identidad de las



proteiras reconocidas por leos anticuerpos, sin embargo, estos da-

tos ceben analizarse con cautela ya gcue est cultivos no han sido

(8]
n

2s mis ce un tino de

]

clonzcdos y es muv posible cue existan = el
anticuerpcs. Generalmente la inmunccdeteccién de -roteinas electro-

transferidas se realiza cuando les hibridos va han sido clonados,

-

vé& cue ademds de la limitzcidn de e pcosible heterogeneidad de

lcs anticuerpos, se puede retrasar .z clonacién de los hibridos
ccrriendose el riesgo de perderlos. & rCesar cCe estos inconvenien-
tes consideramos que la aplicacién cde este ensayo, en esta etapa
temprana, ha sido (til pues nos prcporciona mayores elementos para

iz eleccidn de los hibridos gque serin clornzdos y que por el momen-

tc fueron congelados.

Unc de los anticuerpos monoclonzles anti-actina obtenido de esta
fusidn se estd utilizando actualmente en un trabajo para la identi-
ficacidn y aislamiento de la actinz en la planta del frijol. Ademis
z partir del establecimiento, con este trabajo, de la metodologia

Dzra la obtencidn de hibridomas y anticuerpos monoclonales ha sido
rcsible aplicar este enfoque experimentzl en otros sistemas comc lo
cemuestra la reciente obtencidn de anticuerpos monoclonales dirigi-

ccs contra flagelos de Trypanosoma cruzi en este mismo laboratorio.

Para la obtencidn de anticuerpos monoclonales es necesaria una
cuantiosa inversidn de recursos, en términos de lo que representa
para un pals comc el nuestro el financiar este tipo de proysctos.
Ante la creciente demanda de estos anticuerpos para la investiga-
cidn, consideroc que se debe evaluar nc solamente si son necesarios

para la realizacidén de un trabajo en particular, sino también si
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se tiene la capacidad de cbtener el mejeor prcvechc de ellos.
Resulta lamentable observar, en ccasiones, gue se tienen ceongelas-
des gran cantidad de hibrides preductcres de anticuerpos poten-

cialmente Gtiles que eventualmentie serdn desechadcs.
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