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gama-g-AMC, gama-L-glutamil-7-amido-4~metil cumarina.
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AMC, 7-amino-4-metil cumarina.
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i.p., intraperitoneal.

ACF, ‘adyuvante completo de Freund.
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HGPRT, hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa.
Ag, antigeno.

Ac, anticuerpo.
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. INTRODUCCION

El descubrimiento de los agentes infecciosos y el éxito de los trabajos
de vacunacién iniciados por Jenner (1796) y continuados por Pasteur (1878),
despertaron el interés por la investigacién de los mecanismos de defensa
adquiridos contra dichos agentes. Tales trabajos aportaron resultados que
condujeron a demostrar la presencia de factores especificos en el suero -
capaces de neutralizar no solo a las particulas infecciosas, sino también
una variedad de materiales extrafios a un organismo tales como proteinas
de suero heterélogo, extractos bacterianos, diversas sustancias de origen

vegetal o animal 0 moléculas de estructura quimica simple.

Asi Fodor (1886}, observé durante el curso de sus estudios sobre los
bacilos del 4ntrax, la accién directa de un suero inmune sobre los micro-
bios, Richet y Héricourt, investigaron los mecanismos de los efectos protec-
tores de la vacunzién y concluyeron que la sangre de un animal i nmunizado
con estafilococos conferia proteccién parcial contra la inoculacién subsi-
guiente con estos mismos agentes. Al afio siguiente (1889), Charrin y Roger
observaron que el suero de un animal inmunizado con Pseudomonas aerugino-

sa aglutinaba una suspensién de este microorganismo.

En 1890 Behring y Kitasato demostraron la actividad antitéxica neu-
tralizante de los sueros de los animales inmunizados con toxina diftérica o
tetdnica, hecho que se consideré como la primera prueba de inmunidad
humoral. Casi de inmediato se inicié la preparacién para uso humano de
grandes cantidades de antisuero de caballo para neutralizar la toxina difté-
rica, en el Instituto Behring de Marburgo (Alemania, 1893), en el Instituto
Pasteur de Paris (1894), en el Instituto Lister de Londres (1895), y también
en Estados Unidos de América, ddndose as] principio a la Seroterapia,
tratamiento que se desarrollé en forma excepcional durante los siguientes

50 anos.

En los dltimos anos del siglo XIX, el término antigeno fué introducido

pata designar cualquier sustancia (entonces principalmente microorganismos
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o células de otro origen) capaz de inducir en el organismo receptor alguna
reaccidn contra si misma, y el término Anticuerpo para designar el factor
presente en el suero que posela la actividad contra el antigeno.

Al describirse las reacciones antigeno-anticuerpo de aglutinacién - -
(Charrin y Roger, 1889), de inmunotipificacién (Pfeiffer, 1889), de neutra-
lizacién de toxinas microbianas (Behring y Kitasato, 1890; Ehrlich, 1897) y
de veneno de serpiente (Calmette, 1894); de precipitacién (Kraus, 1897,
Tchistovitch, 1899; Bordet y Wassermann y Uhlenhath), de fijacién de
alexina o complemento (Bordet, 1900), se di6 inicio a otra actividad depen-
diente de los anticuerpos producidos contra un antigeno, el Inmunodiagnés-
tico.

El siguiente paso en esta serie de acontecimientos, corresponde a los
estudios efectuados para tratar de conocer los mecanismos de produccién
de los anticuerpos. En 1896 Paul Ehrlich elaboré su "Teoria de las Cadenas
Laterales" para explicar la aparicién de los anticuerpos en la circulacidén
sanguinea: Ehrlich consideraba que los anticuerpos estaban presentes como
resultado del "acrecentamiento" de algin mecanismo normal sugiriendo que
algunas células capaces de formas anticuerpos posefan en la superficie de
sus membranas "Cadenas laterales especificas" que eran receptoras para
los antigenos, proponiendo que la fijacién de é&stos a sus respectivas cadenas
laterales provocaba nueva sintesis de las cadenas receptoras, las cuales eran
liberadas al suero como anticuerpos. No fué sino casi 50 anos después
(1948), que Astrid Fagraeus demostréd que es a través del desarrollo de
células plasmadticas, descritas desde 1890 por Cajal, como se lleva a cabo
la sintesis de anticuerpos (1-6).

La extrema especificidad mostrada por los anticuerpos hacia el antigeno
correspondiente, la sencillez de la reaccién antigeno-anticuerpo, y la facili-
dad para detectar dicha reaccién o los productos de la misma, han hecho
de los anticuerpos herramientas ideales para el trabajo de rutina y de in-
vestigacién en el area quimico-biolégica. Los anticuerpos tienen la propiedad
de reconocer especificamentc cada estructura molecular (dentro de ciertos

limites dimensionales), que el hombre ha aislado de la naturaleza o ha sin-
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tetizado, y de distinguir entre moléculas tan similares, como dos protelnas
que difieren solo en un aminodcido. Asi, los anticuerpos son los reactivos
méds comunes del mercado para efectuar una amplia variedad de tareas en
el basto campo de la Inmunoquimica, (por ejemplo, detectar, aislar, purificar
y analizar materiales biolégicos o quimicos), y su demanda es cada vez
mayor en virtud de su aplicacién en una gran cantidad de disciplinas
quimico-clinico-biolégicas tales como Botinica, Biologia Celular, Biologia
Molecular, Embriologia, Endocrinologia, Enzimologfa, Estudios Forenses,
Genética Clinica, Genética Molecular, Hematologia, Microbiologla, Neurologia
y Parasitologfa.

Hasta hace unos diez afios, la produccién de anticuerpos estaba limitada
técnicamente a inmunizar animales y colectar el suero hiperinmune para
ser utilizado como fuente de anticuerpos, ditectamente o después de un

tratamiento de purificacién parcial.

En la respuesta inmune humoral a un antigeno simple o complejo,
muchas clonas con diferente especificidad, afinidad y avidez son activadas
para producir anticuerpos, los cuvales aparecen en el suero inmune como
una mezcla molecular heterogénea, conocida como anticuerpos convenciona-
les o policlonales.

En la respuesta inmune natural a los antigenos, excepcionalmente
ocurren respuestas monoclonales, de aqui que la inmunizacién de un animal
resulte en anticuerpos producidos y secretados por todas las clonas B esti-

muladas por los diferentes epitopes presentes en el agente inmunizante,

por lo cual, la actividad inmune de un suerc realmente representa la suma
de los distintos anticuerpos producidos en una respuesta policlonal, Los
mielomas y los plasmacitomas representan ejemplos, patolégicos, de la
produccién de anticuerpos por una clona (anticuerpos monoclonales), cons-
tituyendo una poblacién molecular inmunoquimicamente homogénea. No
obstante que estas clonas han sido valiosa fuente de anticuerpos monoclo-
nales especificos para un antigeno particular, no es f4cil preparar mielomas
con especificidad antigénica predeterminada (1-8,11,16).
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En 1975, G. K&hler y C. Milstein publicaron un método para la pro-
duccidn in vitro de anticuerpos monoclonales por lineas de células hibridas
inmortales, "hibridomas", resultado de la fusién de células secretoras de
anticuerpos de cierta especificidad con un mieloma de crecimiento continuo;
las clonas de células hibridas que se obtienen de la fusi6én contienen los
genes de las inmunoglobulinas de ambas células formadoras de anticuerpos
y ademds el potencial para crecimiento ilimitado o "inmortalidad" heredado
de la célula de mieloma; por lo tanto, se tiene asi una fuente prdcticamen-
te inagotable de anticuerpo con especificidad antigénica predefinida y

propiedades inmunoguimicas reproducibles (7-20).

Se conocen caracter{sticas bdsicas que establecen notable diferencia
entre la obtencién tradicional de los anticuerpos policlonales y la reciente
tecnologia de produccidén de anticuerpos monoclonales, mismas que han
hecho que cada vez mayor nimero de investigadores y trabajadores del
drea quimico-biolégica tienda a abandonar la primera y a adoptar la se-
gunda. Algunas de tales caracteristicas son:

a. La obtencién de los anticuerpos policlonales depende de la capaci-
dad del individuo inmunizado para producir y liberar al suero los anticuerpos,
capacidad que varia de animal a animal, ain dentro de la misma especie y
en el mismo individuo de uno a otro reto con el mismo antigeno. La obten-
cién de los anticuerpos monoclon ales depende del adecuado establecimiento
del cultivo celular para el desarrollo Sptimo de los hibridomas seleccionados
productores del anticuerpo de la especificidad predeterminada.

b. El rendimiento en anticuerpos policlonales es funcién del nivel en
el cual el animal los produce y del volumen de suero recuperable, en tanto
que el redimiento en anticuerpos monoclonales estd dado por el nlimero

de células productoras que se tienen en cultivo.

c. La magnitud del tiempo durante el cual se produce anticuerpos poli-
clon ales estd limitada por las caracteristicas biol6gicas del animal; en
cambio para los anticuerpos monoclon ales en condiciones adecuadas de
cultivo celular se tiene la produccién virtualmente ilimitada del anticuerpo.
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d. Los anticuerpos policlonales son una mezcla heterogénea de inmu-
noglobulinas que varian en sus propiedades inmunoqulmicas ya que son el
producto de todas aquellas células B que fueron estimuladas por él o los -
epitopes presentes en el antigeno. Los anticuerpos monoclonales son pobla-
ciones moleculares inmunoguimicamente homogéneas; puesto que todas las
moléculas de inmunoglobulinas son producidas por células genéticamente
iguales son idénticas en isotipo, en subtipo, en alotipo e idiotipo y por lo
tanto en especificidad para unir antigeno.

e. En igualdad de concentracién de anticuerpos, un suero policlonal
tiene menor potencia en anticuerpos especificos hacia un determinante
antigénico dado, que una preparacién del anticuerpo monoclonal correspon-
diente; o bien, se requiere inmunizar con antigenos altamente purificados,
de manera que sea minimo el nimero estimulado de células B con diferen-
te especificidad por antigeno (7,8,11).

Ahora bien, seria errdéneo creer que los anticuerpos monoclonales
reemplazardn completamente la serologia convencional. Los anticuerpos
policonales pueden ser preferidos cuando el antigeno por reconocer esté
desnaturalizado o alterado en alguna otra forma. No seria aconsejable utili-
zar anticuerpos monoclonales para la deteccién de moléculas en especies genéti
camente diferentes, sin probar confiablemente para asegurar que algunas
moléculas no escapan a la deteccién debido a polimorfismo genético,

Por otra parte, las propiedades y ventajas de los anticuerpos mono-
clonales murinos se limitan en cuanto se requiere ser administrados al
hombre, ya que su naturaleza extrafna al sistema inmune humano estimula
una respuesta inmune que anula la efectividad del anticuerpo monoclonal
heterélogo o causa reacciones adversas en el receptor. Asi, el digandstico y
marcaje de tumores, la inmunoterapia aplicada a tumores y transplante de
tejido y los estudios in vivo de las enfermedades autoinmunes y el cdncer,
hicieron notable la necesidad de producir anticuerpos monoclonales de origen
humano.

La induccién eficiente y reproducible de anticuerpos  monoclonales
humanos de especificidad predefinida, resulté ser una tarea dificil. La primera
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linea celular inmortalizada productora de anticuerpos humanos de especificidad
predeterminada se logré en 1977 (Steinitz y col.). En 1980 Carlo M. Croce y
col. en el Wisiar Institute of Anatomy and Biology en Filadelfia, tuvieron
€xito en la generacién de un hibridoma humano estable, productor de anti-
cuerpos de especificidad conocida, fusionando linfocitos B de un paciente -
que sufria de mieloma muitiple, con linfocitos periféricos de un paciente -
con panencefalitis subaguda. Las células hibridas de esta fusién secretaban
moléculas de IgM humana especifica para componentes del virus del sarampi6n
(8,11-15).

La obtencién de anticuerpos con especificidad hacia las enzimas gama
Glutamil Transferasa y Fosfatasa Alcalina se derivd de un proyecto de inves-
tigacién sobre la "Expresién de la actividad de las enzimas gamaGlutamil
Transferasa y Fosfatasa Alcalina en células de epitelio renal”. Puesto que
tales anticuerpos serfan usados como marcadores o rastreadores de la sintesis
y expresion en membrana celular de las mencionadas enzimas y considerando
las ventajas que ofrecen los anticuerpos monoclonales de raién, se opté porque
los anticuerpos anti-gamaGlutamil Transferasa y anti-Fosfatasa Alcalina
fuesen monoclonales en lugar de los séricos convencionales,



OBJETIVOS

1. Purificacién parcial de las enzimas gamaGlutamil Transferasa y

Fosfatasa Alcalina, que se utilizaron como antigenos para la

obtencién de anticuerpos monoclonales.

2. Obtencién de anticuerpos monoclonales especificos para las

enzimas gamaGlutamil Transferasa y Fosfatasa Alcalina.
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[tt. MATERIALES Y METODOS

1. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTiVOS ESPECIALES.

1.1. PBS (buffer de fosfatos) 0.01M, pH 7.2, NaCl 0.15M.

Se preparé buffer de fosfatos 0.1M, pH. 7.2, mezclando 28ml de
solucién A con 72ml de solucién B y completando a 200ml con agua; se
diluyé 1:10 para tener concentracidén Q.01M.

Preparacién de la solucién A: se disolvieron 27.6g (0.2 molas) de
fosfato de sodio monobésico, monohidratado, en agua y se llevd a un
volumen total de 1000ml.

Preparacién de la solucién B: se disolvieron 28.4¢ (0.2 molas) de

fosfato de sodio dibédsico, en agua, y se llevd a un volumen total de
1000ml.

Por cada 500ml de buffer de fosfatos 0.01M fueron agregados y
disueltos 4.383g de NaCl (concentracién 0.15M en NaCl); en caso necesario
se ajusté pH con NaOH 1IN (18,34).

1.2. DMEM alta o baja glucosa (Minimum Essential Medium, Eagle's
Dulbecco's modification, sin glutamina; Biofluids Inc., Rockville, MD)
suplementado con L-glutamina (0.6g/1, estable por una semana; Sigma),
Gentamicina (sulfato de gentamicina 50mg/1; Elkins-Sinn, Inc., Cherry
Hill, N.J.) y suero de bovino feral (probado para hibridomas) en concentra-
cién variable.

1.3. SBF (suero de bovino fetal). Se utilizé SBF probado para hibridomas y
libre de virus de bovino y de micoplasmas (Whittaker M.A. Bioproducts
Inc., Walkersville, MD).

1.4. HT (hipoxantina, timidina). En 500m] de DMEM alta glucosa (4g/1)
se disolvieron: 1 ml de HT 500x (probado para hibridomas, American
Type Culture Collection, Rockville,MD), 0.3g de L-glutamina (s6lo se
agregé la cantidad correspondiente al volumen de medio que se consumia
en no més de una semana) y 25mg de gentamicina, finalmente se mezclé

17



2.

18

la cantidad de SBF requerido en las diferentes situaciones de cultivo.

1.5. HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina). En 500m! de DMEM ala
glucosa (4g/1) se disolvieron: 1 ml de HAT 500x (probado para hibridomas,
ATCC), 0.3g de L-glutamina (estable por una semana) y 25mg de gentami-
cina y finalmente se mezcl6 la cantidad de SBF requerida. El reactivo
fue almacenado en obscuridad.

1.6. 8-AG (B8-azaguanina). Solucién 10x: se disolvieron 15mg de 8-AG
(Sigma) en 100ml de DMEM alta glucosa, agitando toda la noche a tempe-
ratura ambiente.

Medio 1x: se mezclaron 50ml de la solucién de 8-AG 10x con 450ml
de DMEM alta glucosa con 20% de SBF.

1.7. PEG (polietilenglicol). Se prepar6 una solucién al 50% con 2.5ml de
DMEM baja glucosa y 2.5¢ de PEG (4,000 de peso molecular, probado
para hibridomas, ATCC); el PEG fue fundido sometiéndolo a bafio de agua
a ebullicidn. El pH de la solucién fue llevado a 7.2-7.6 con NaHCO3
0.1M (adquirié color rosa pélido estable)., Se filtré la solucién por milipor
de 0.22pm.

Notas:

a. Aunque todos los medios fueron preparados en condiciones estériles, se
filtraron por 0.22pm al momento de consumirse.

b. Todos los medios fueron conservados en refrigeracién (2-4°C), a menos
que se especificara otra temperatura.

c. Todos los medios fueron utilizados a 37°C a menos que se especificara
otra temperatura.

PREPARACION DE LOS ANTIGENOS gamaGLUTAMIL TRANSFERASA Y
FOSFATASA ALCALINA,

2.1. gamaGlutamil Transferasa (gGT).

2.1.1. Actividad de gGT (EC2.3.2.2)
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Reactivos.

Substrato, solucién base.- Se suspendié gama-g-AMC (gama-L-glutamil
-7-amido-4-metil cumarina; BACHEM, Inc.) en metoxietanol (Mallinckrodt)
para dar una concentracién de 10mM;la mezcla se homogeneizé wmediante
sonicacién por 30 seg. Para el ensayo se diluyé la solucién base a 10puM
con buffer 1.

Buffer 1.- Amortiguador de Amediol/HCl 0.1M, pH 8.5 (amediol,
2-amino-2-metil-1,3-propanediol) con 20mM de glicilglicina (aceptora del
grupo glutamilo) y 0.1% p/v de tritén X-100.

Buffer 2.- Buffer de glicina 0.05M, pH 10.5.

Estdndar de 7-amino-4-metil cumarina (AMC).

En alcohol metilico (J.T.Baker) se preparé una solucién 0.20pM del estdn-
dar AMC.

Nota: aquellos reactivos para los cuales no se especificé su proceden-
cia, fueron adquiridos de Sigma Chemical Co.

Grifica patréon de AMC.

En tubos de vidric de 13x100mm se agregaron los siguientes voliimenes
del estdndar de AMC 0.20pM: 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150 y 200pl; se
aftadié a cada tubo 3ml de buffer 1 y después de mezclar se midié fluores
cencia (en fluorémetro Sequoia-Turner, modelo 112) empleando los filtros
7-60 (para excitacién, 340-370nm) y 47B (para emisién, 410-440nm). El
blanco de reactivos se preparé con un ml de metanol y Sm! del buffer 1.

Determinacién de la actividad enzimdtica,

En tubos de vidrio de 13x100mm conservados en bano de hielo, se
deposité la preparacién enzimética (alrededor de 7ug de proteina enzimiti-
ca), se transfirieron los tubos a bafio de agua a 37°C y después de un
minuto se agregd 0.25ml de la solucién de substrato (gama-g-AMC 10uM),
a temperatura ambiente y se incubd a 37°C por 30 min; se puso fin a la
reaccién con 4.8ml de buffer 2 conservado en hielo. Se midié fluorescencia
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empleando los filtros 7-60 y 47B.

Este ensayo para determinar la actividad de gGT fue estandarizado
utilizando las lineas celulares LLC PKl(clonas A y B) y MDCK. El lmite
inferior de deteccién de AMC por este procedimiento analitico es del
orden de 5x10”2nmolas/m! (21-23).

2.1.2. Filtracién en gel.
Preparacién de la muestra.

Para preservar la actividad enzimitica, la proteina fue conservada en
frio durante su manipulacién.

Se suspendieron 38.4mg de gGT (extracto crudo de riidén porcino,
Sigma) en el buffer de elucién (60m} de Tris/HCl 2mM, pH 7.5, MgCl,
2mM, ZnCl2 0.025mM, NaCi 0.i1M). El residuo sélido abtenido después de
centrifugar por 30 min 2 3000rpm  (centrifuga refrigerada International)
se solubilizé parcialmente en el mismo buffer adicionado de tritén X-100
(en concentracion final desde 0.1 hasta 1%) y llevado a un pH final de
8.0; el sobrenadante (SN) con actividad enzimética que se recuperé después
de centrifugar a 3000rpm por 30 min, se unié al SN anterior quedando
asi constituida la muestra de gGT.

Filtracién en gel de Sefacril S-200,

Se utilizé una columna de vidrio de 150cm de longitud y 5.0cm de
didmetro ocupada en un 75% de su volumen por el lecho cromatogréfico
(Sefacril S~200, rango de fraccionamiento para proieinas globulares 5,000
a 250,000; Pharmacia Fine Chemicals). El volumen vacio (Vo) fue 600ml
medide con Dextrdn Azul 2000 (5ml, 2mg/ml; Pharmacia Fine Chemicals)
eluido a una velocidad de 50 ml/h.

Para reducir la adsorcidén inespecifica de protelna al gel, se pasé a
a través de la columna albimina sérica de bovino, (ASB, fraccién V;
Sigma) al 0.1% en el buffer que serfa utilizado para eluit la proteina
problema. Finalmente se logré un 78.5% de recuperacién de una carga de

ASB (50mg en 10m! del buffer), con un volumen de elucién (Ve) de
980ml.
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La muestra (66ml, 32.92mg de proteina) fue eluida con el buffer
Tris/HCl 2mM, pH 7.5 (descrito anteriormente), colectdndose fracciones
de 12ml (230 gotas, colector LKB) a una velocidad de flujo de 50 ml/h.
En cada fraccién se determind proteina (Lowry) y actividad de gGT,
Las fracciones positivas para gGT se mezclaron (200ml en total) y se -
sometieron a concentracién mediante un sistema de filtracién por centri-
fugacién (CentriCell, Polysciences Inc., North Hampton, U.K.), (24,25).

2.1.3. Electroforesis.

Alicuotas de la fraccién concentrada de gGT fueron sametidas a
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) y no desnaturalizantes (PAGE).

SDS-PAGE.- Se efectué en geles de poliacrilamida en concentraciones
al 10 y 12.5% y espesor de 0.75mm. E] buffer para el gel de concentra-
ciénfue Tris/HCl 0.5M, pH 6.8; el buffer para el gel de separacién fue
Tris/HCl 3.0M, pH 8.8; el buffer de corrida fue Tris 0.025M, glicina
0.192M, SDS 0.1%, pH 8.3. La mezcla acrilamida-bis actilamida contenia
30% y 0.8% respectivamente. La muestra (30 a 50pg de protefna) se
sometié a disociacién (en bafio de agua a ebullicién durante 3 min) en
mezcla con 40ul de Tris/HCl 0.0625M, pH 6.8, SDS 2%, 2-mercaptoetanocl
5%, glicerol 10% y azul de bromafenol 0.001%.

Los marcadores de peso molecular fueron Ovaibémina (45,000), ASB
(66,200), Fosforilasa B (92,500), beta-Galactosidasa (116,250) y Miosina
(200,000).

La electroforesis se efectud aplicando corriente constante de 60mA.

Las bandas proteicas fueron detectadas mediante tincién con azul
de Coomassie y con tincién de plata (28,29).

Nota: Tris y Glicina fueron adquiridos de Sigma; los reactivos para
tincién con plata fueron de NEN-DuPont, los restantes reactivos y el
equipo para electroforesis procedian de BioRad.
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Demostracién de la actividad enzimitica.

Para verificar la actividad de la enzima gGT en la preparacién
enzimdtica sometida al tratamiento de purificacion se hicieron geles de-
poliacrilamida en concentracién al 5% y espesor de 1.5mm, Los buffers
de corrimiento y del gel de separacién fueron los mismos que se utiliza-
ron en SDS-PAGE. La electroforesis se desarrollé aplicando corriente -
constante de 60mA. Terminada la electroforesis y recuperado el gel de
su molde, fue dividido en 2 secciones, una conteniendo el carril en el
cual se habia aplicado gGT “purificada", y la otra con los carriles que
contenflan gGT "purificada" y sin "purificar”. La primera seccién fue
sometida a tratamiento para tincién especifica de la enzima gGT (30) y
la segunda seccién se tifié con plata.

2.2. Fosfatasa Alcalina (FA)

2.2.1. Actividad de FA (EC3.1.3.1).
Reactivos.

Substrato.- Se preparé 4-metil-umbeliferil-fosfato (MUP) 107>M en
buffer 1 inmediatamente antes de usarse, conservandolc en recipiente
obscuro, en frio; el buffer de carbonato/bicarbonatoc 0.1M, pH 9.8 favore-
ce la estabilidad del substrato.

Buffer 1.- Amortiguador de carbonatos 0.1M, pH 9.8; se preparé
una solucién 57mM en NaHCO3 y 43mM en Na2C03 con pH 9.8- Fue
conservada en frio hasta el momento de usarse,

Buffer 2.- Amortiguador de carboratos 0.1M, pH 9.2 adicionado de
sulfato de magnesio y tritén X-100; se preparé una solucién 90mM en
NaHCO;, 10mM en Na,CO,, ImM en MgSO,.7H,0 vy 0.1% de tritén
X-100, con pH 9.2. Se conservd en frio hasta el momento de emplearse.

Solucién base del estdndar 4-metil umbeliferona (MU, 7-hidroxi-4~m§
til cumarina o beta-metil umbeliferona).- En alcohol metilico se preparé
una solucién 107>M del est4ndar MU (solucién estable por aproximadamen
te 3 meses si se conserva en tefrigeracién y obscuridad). Se preparé
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solucién de trabajo 0.50uM, también en metanol.

Gréfica patrén de MU,

En tubos de vidrio de 13x100mm se depositaron los siguientes vold-
menes de estdndar de MU 0.5pM: 10, 20, 40, 60, y 80pl; se anadié a
cada tubo 5ml de buffer 2 y después de mezclar se midié fluorescencia
empleando filtros 7-60 (para excitacién, 360nm) y 48 (para emisidn,
465nm). E! blanco de reactivos fue preparado con un ml de metanol y
Sml de buffer 2.

Determinacién de la actividad enzimética.

En tubos de vidric de 13x100mm conservados en bafioc de hielo, se
mezclé un ml de buffer 2 con la preparacién enzimética (alrededor de
7ug de proteina enzimdtica), se transfirieron los tubos a bafio de agua a
37°C y después de un min se agregaron 20pl de la solucién de substrato
(MUP 1073m) y se incub6 a 37°C por 8 min; la reaccién fue detenida
con 0.5ml de NaOH 1N, se mezclaron 4ml de buffer 2 y se midié la
fluorescencia empleando los filtros 7-60 y 48.

Este sistema de ensayo para determinar la actividad de FA fue -
estandarizado utilizando las lineas celulares LLC PKy (clonas A y B) y
MDCK. El limite inferior de deteccién de MU por este procedimiento
analitico es 50uM (26).

2.2.2. Purificacién de la proteina con actividad de FA.

Fracciones de 10ml de un extracto liofilizado de rinén de cerdo
(preparado en el propio laboratorio) fueron sometidas a una serie de
tratamientos fisicoquimicos incluyendo solubilizacién en buffer Tris/HCI,
didlisis, filtracién en gel, digestién con neuraminidasa y cromatografia
de afinidad (26,27).

2.2.3. Eleciroforesis.

Alicuotas de la fraccidén concentrada de FA fueron sometidas a
SDS~PAGE y a PAGE siguiendo el protocolo descrito para gGT. Terminada
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la electroforesis y recuperando el gel de su molde, fue dividido el gel
en 2 secciones, una conteniendo el carril en el cual se habia aplicado
FA “purificada" y la otra con los carriles que contenian FA “purificada"
y sin "purificar". La primera seccién fue sometida a tratamiento para
tincién especifica de la enzima FA (27) y la segunda seccién se tifié
con plata.

3. INDUCCION DE ANTICUERPOS CONTRA LOS ANTIGENOS gamaGLUTAMIL
TRANSFERASA Y FOSFATASA ALCALINA.

3.1. Animales.- Se utilizaron ratones BALB/c, hembras, de 12 meses de
edad aproximadamente.

3.2. Inmunizacién.- Una vez a la semana durante 3 6 4 semanas, se
administraton intraperitonealmente (i.p.) 10pg de la protefna disuelta en
100pl de la mezcla 1:5 6 1:10 de la solucién de antigeno y adyuvante
completo de Freund (ACF; GIBCO) homogeneizada por sonicacién.

3.3. Estimacién de proteinas.- La cantidad de proteinas fue estimada de
acuerdo al procedimiento de Lowry y col. {32).

3.4, Estimacién de los niveles de anticuerpos anti-gGT y anti-FA, en
suero de ratén.- Los anticuerpos fueron cuantificados en suero (obtenido
de la sangre recuperada de una incisién practicada en la cola del ratén),
siguiendo el procedimiento de RIA descrito en ef manual del Instituto
Basel (18):

3.4.1. Preparacién de la placa para desarrollar el RIA.

Recubrimiento del pldstico con antigeno.- En cada pozo de una
placa de microtitulacién de 96 pozos (placas flexibles de cloruro de
polivinilo con pozos en U; Cooke Laboratory Products, Dynateach), se -
colocaron 50ul de la solucién de antigeno (2pg de proteina antigénica
por ml), en este caso las soluciones de gGT y de FA en PBS. Se cubrie-~
ron las placas con parafilm dejdndose en reposo toda la noche en cémara
himeda a temperatura ambiente. Se eliminé el SN y se lavé 2 veces
con PBS para continuar al siguiente paso.
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Bloqueo de los sitios que quedaron libres (sin antlgeno) en el pozo.-
Se llend cada pozo con una solucién de ASB (fraccién V) al 3% en PBS
conteniendo 0.15% de azida de sodio (Sigma). Después de conservar las
placas con esta solucién por una a dos horas a temperatura ambiente,
se eliminé el SN y se lavé 3 veces con PBS.

3.4.2. Deteccién de los anticuerpos de la especificidad deseada.

Reaccién con los anticuerpos de interés.- Se agregaron 50ul de
cada uno de los diferentes sueros, posibles fuentes del anticuerpo deseado
y se dejé en reposo a temperatura ambiente toda la noche; se eliminé
el SN y se lavé 3 veces con PBS.

Para cada ensayo se corrié un duplicado (testigo negativo) en pozo
cubierto solamente con ASB al 3%, ésto es, sin antigeno.

Deteccién de la reaccién antigeno-anticuerpo.- Se agregé a cada
pozo de reaccién 50ul de anticuerpos anti-lgs de raién (equivalentes a
10-30ng de proteina, por lo menos 20,000cpm); se utilizé gama-globulina
de chivo anti-lgs de ratén marcada con [-125 con actividad especifica
de 7.5 pCi/pg, 0.20 nCi/pozo o ensayo (NEN-DuPont, Bosten, MA). Se
cubrié la placa con parafilm para dejar en reposo por 4 horas a tempera-
tura ambiente y en cdmara himeda. Después de ello se extrajo el exceso
de anticuerpo marcadoe y se lavé 5 veces con PBS. La radiactividad en
cada pozo de reaccién fue medida en contador Gamma (LKB Wallac
1282 Compugamma, Universal Gamma Counter).

Para cada conjunto de ensayos se prepararon de 3 a 5 pozos (cpm
de fondo) tratados con el antigeno y ASB, con PBS en lugar del suero y
con el anticuerpo marcado; las cpm de fondo deben ser menores al 1%
de las cuentas iniciales.

4. OBTENCION DE HIBRIDOMAS SECRETORES DE ANTICUERPOS ANTI-
gamaGLUTAMIL TRANSFERASA Y ANTI-FOSFATASA ALCALINA.

4.1, Sensibilidad a aminopterina de las células de mieloma.

1) Se cosecharon las células de mieloma Sp2/0 mantenidas en cultivo -
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exponencial en medio DMEM-10% SBF.

2) Se resuspendieron en medio HAT-10% SBF en una dilucién 1:5 y
se colocaron en caja Petri {0 pozo de una placa de cultivo celular) igual
a aquélla de la cual fueron cosechadas.

3) Se dejé en incubacién en atmésfera himeda con 5.5-7% de COZ’ a
37°C (incubadora Forma Scientific modelo 3326).

4.2. Resistencia a 8-AG de las células de mieloma.

1) Después de cosechar las células de mieloma conservadas en cultivo
exponencial en medio DMEM-10%SBF, fueron resuspendidas 1:5 en medio
8-AG y colocadas en caja Petri (0 pozo de una placa de cultivo celular)
igual a aquélla de la cual fueron cosechadas.

2) Se procedid a incubar y una vez que se tuvieron cultivos confluen-
tes se cosecharon las células.

3) Después de repetir el proceso anterior 2 veces més, se cosecharon
las células de la tercera resiembra en 8-AG y se cultivaron varias veces
en medio HT-20% SBF.

4.3. Congelacién y descongelacién de células.

4.3.1, Para congelar se cosecharon las células de un cultivo en fase
exponencial y se suspendieron en medio de criopreservacion-20% SBF,
frio, 1x1(2l6 células/0.5ml de medio (Cell freezing medium-glycerol,
Sigma);se distribuyé la suspensién celular en alicuotas de 0.5ml en
viales de un ml para criopreservacién. Se colocaron los viales en un
soporte para precongelar (en el cuello del tanque de nitrégeno liquido)
y después de una hora fueron transferidos los viales a su posicién
definitiva de almacenamiento en el tanque de nitrégeno liquido.

4.3.2. Para descongelar, inmediatamente después de sacar el vial del
tanque de nitrégeno liquido fue sumergido en bafo de agua a 35-40°C
hasta lograr su rdpida descongelacién total. El contenido del vial fue
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transferido a un tubo conteniendo el medio de cultivo con SBF al
20% , en cantidad suficiente (10ml) para lavar las células. Las células
lavadas fueron resuspendidas en un volumen de 1 ml del mismo medio
y sometidas a incubacién en diluciones 1:5, 1:10 y 1:100.

4.4, Preparacién de células de mieloma en fase exponencial.

Se prepararon cultivos en cajas Petri de 100x20mm con células cose-
chadas de un cultivo que recién habla alcanzado confluencia, las cuales
fueron sembradas en dilucién 1:5 6 1:10 (en DMEM-10 6 20% SBF) e
incubadas en las condiciones ambientales sefialadas, durante 24 & 48
horas respectivamente; se procedi6 a resembrar los cuitivos confluentes
nuevamente en diluciones 1:5 & 1:10.

4.5. Preparacién de la placa "nodriza" de macréfagos.

1) Se preparé una solucién de sacarosa al 11.6%, disolviendo 5.8g de
sacarosa en 50ml] de agua; se esterilizé con una unidad de filtracién de
0.22um (Millipore).

2) Se cargé cada una de 4 jeringas de 12ml (aguja calibre 19 6 20)
con 6ml de la solucién de sacarosa y 6ml de aire; se conservaron en
hielo hasta su uso.

3) Después de sacrificar el animal donador de las células peritoneales
(ratones BALB/c hembras, de 8 a 12 semanas de edad), se corté aséptica-
mente la piel de la cara ventral (sin pasar el peritoneo) y se inyecté en
la cavidad peritoneal el contenido de la jeringa.

4) Durante 60 seg se presionaron suavemente las regiones laterales
del abdomen del ratén y después de ello se extrajo tanto liquido como
fue posible (entre 5 y 5.5ml) que fue conservado en hielo hasta su procesa
miento.

5) Se repitié el procedimiento con otro ratén.

6) Reunidos los liquidos peritoneales extraidos en un tubo de 50ml,
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fueron centrifugados por 7 min a 1200rpm. Se aspir6 y deseché el SN
dejando intacto el paquete celular. Se agregaron 10ml de medio HAT,
para resuspender.

7) Se conté el ntimero de células en una alicuota de 10pl de la sus-
pensién celular y se efectud la dilucién pertinente en medio HAT para
tener 4000 células en 100pl para cada pozo de una placa de 96 pozos.

8) Se distribuyeron 100pl de la suspensién celular en cada pozo de
la placa (placas de 96 pozos de fondo plano MICROTEST Ill plate, Falcon
3072, Becton Dickinson and Co.) ¥ se incubd a 37°C en atmésfera himeda
con 5.5-7% de CO,.

9) Se comprobé ausencia de contaminacién microbiana al dia siguiente
asi como el dia de la fusién celular.

4.6. Preparacién de las células de mieloma para el proceso de fusién,

1) Las células de mieloma Sp2/0 (resistentes a 8-AG y sensibles a
HAT) de un cultivo en fase exponencial se crecieron en DMEM-alta
glucosa-HT-20% SBF hasta confluencia en caja Petri de 100x20mm; de
aqui se subcultivaron en dilucién 1:5 6 1:10, 24 6 48 horas respectivamente,
antes de la fusién, las placas necesarias para tener 5)(107 células de
mieloma para el momento de la fusién, (se prepararon de 10 a 15 placas
por fusidén). Se utilizaron las placas en las cuales las células aparecian
més refringentes a la luz y homogéneas en tamafo, sélo confluentes.

2) Se cosecharon las células de las cajas y después de desechar el
SN se resuspendieron en 20 ml de medio DMEM-baja glucosa, sin mds
aditivos.

3) Se contd el nimero de células en 10pl de la suspensién celular y
se transfiri6 a un tubo de 50ml de volumen correspondiente a 5%107
células.

4.7. Preparacién de la suspensién de células de bazo inmune,

1) Se sangré el ratén inmune seleccionado para la fusién, con el fin
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de estimar el nivel sanguineo de los anticuerpos de interés (siguiendo el-
protocolo de RIA ya descrito).

2) Después de sacrificat el animal (por dislocacién cerebral) aséptica-
mente se extrajo el bazo y se deposité en una caja Petri pequefia con-
teniendo unos 2ml de DMEM-baja glucosa.

3) Se elimind el tejido extrafio de bazo y se transfirid éste a una
caja Petri grande conteniendo un pequeno cedazo sumergido en unos 10ml
de medio DMEM-baja glucosa. Se dispersaron las células de bazo a través
del cedazo, el cual fue lavado con S5ml del mismo medio DMEM-baja
glucosa.

4) Se aspird la suspensién celular y se deposité en un tubo de centri-
fuga de 15ml. Se agregé DMEM-baja glucosa hasta un volumen de 10ml;
se dejé en reposo otros 10 min y se transfiri6 el SN a otro tubo de
15ml.

5) Se cont6 el nimero de células en 10p! dilufdos 1:100, se estimé
el volumen correspondiente a 100x106 células y se transfiri¢ tal volumen

al tubo de 50ml conteniendo la suspensién de células de mieloma.
6) Se procedié a la fusién celular.
4.8, Fusién celular.

1) Después de centrifugar la suspensién de células de mieloma y de
bazo, y de desechar el SN, se despegaron las células adheridas a las
paredes del tubo golpeando éstas suavemente.

2) Se agregaron 0.5ml de PEG al 50%, a 37°C, en una sola adicidn;

se mezclé rdpidamente golpeando con suavidad las paredes del tubo e
inmediatamente se centrifugd y se deseché el SN. El tiempo de contacto
de las células con PEG nunca fue mayor de 8 min.

3) Se agregaron 15ml de medio HAT-20% SBF al paquete celular
para resuspender las células.

4) Se depositaron las células recién fusionadas en dos cajas Petri
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que contenfan cada una 50ml de medioc HAT-20% SBF; cada placa recibié
el volumen de células fusionadas necesario para 5 placas de 96 pozos
cada una, asl que se prepard un total de 10 placas para la fusién celular
efectuada.

5) Después de dispersar las células en el medio, fueron distribuidas
en las placas nodrizas de macréfagos (preparadas el dia anterior). Se
colocaron 100pl de la suspensidn de células fusionadas en cada pozo que
ya contenia 100pl de la suspensién neodriza de macréfagos.

6) Las placas sembradas fueron colocadas en incubadora con atmésfe-
ra_himeda y Co, (5.5-7%) a 37°C. Al dfa siguiente se revisaron las
placas para contaminacién microbiana.

7) Al 40, dia fueron reemplazados 100pl del medio de cultivo con
nuevo HAT-20% SBF; a los diez dfas se sustituyé el medio HAT con
HT-20% SBF, y después cada 3 6 4 dlas se cambiaban 100pl del SN de
cultivo por medio fresco HT-20% SBF.

4.9. ldentificacién de hibridomas productores de anticuerpos anti-gGT vy
anti-FA.

1) Al tercer dia de incubacién de los cultivos derivados de la fusién
celular se procedié a buscar, mediante observacién al microscopio, indicio
de la presencia de hibridomas: pequefios actmulos de células esféricas
notablemente refringentes a la luz, fdcilmente distinguibles de las células
muertas y de los restos celulares. Con un plumén se marcaron los pozos
que contenian hibridomas en desarrollo,

2) A partir de tal dia las cajas se revisaron diariamente para localizar
nuevos pozos con hibridomas en crecimiento y a la vez aquellos pozos en
que la expansién de los hibridomas cubria ya el 50% de la superficie del
fondo del pozo.

3) De los pozos con confluencia celular mayor al 50% se extrajeron --
100pl de SN (los cuales fueron restitul[dos con medio fresco HT-20%
SBF) para determinar la presencia de anticuerpos especificos del antigeno
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de interés siguiendo la metodologia ya descrita, con la excepcién de-
que en este caso se utilizaron para cada ensayo 50pl de SN de cultivo
de hibridomas en lugar de suero de ratén como fuente de anticuerpos,
los restantes 50ul de SN fueron el testigo de cada ensayo en ausencia
de antigeno.

4) Las poblaciones celulares productoras del anticuerpo de interés
fueron expandidas por transferencia a pozos méas grandes, creciendo en -
HT-20% SBF; después de demostrar en estos cultivos la produccién del
anticuerpo de interés, se tomaron alicuotas para clonar y para congelar.

5. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONQCLONALES ANTI-gGT Y ANTI-FA.

5.1. Clonacién de los hibridomas productores de anticuerpos anti-gGT y
anti-FA.

1) Se preparé una suspensién celular conteniendo 10 células del
cultivo del hibridoma seleccionado para clonacién, en 10m! de la mezcla
1:1 de HT-20% SBF/SN de cultivo de células de hibridoma.

2) Se distribuyeron 100pl de la suspensién celular en cada pozo de
una placa de 96 pozos y se procedié a incubar en las condiciones ya
senaladas.

3) El mismo dia y al siguiente se observéd al microscopic para
localizar (y marcar) los pozos que contenian solo una célula,

4) A las 48 horas de cultivo se agregé a cada pozo 100ul de SN de
cultivo de células de bazo de ratén.

5) En las clonas con 2-3mm de didmetro se estimaron anticuerpos
especificos del antigeno de interés en SN de 3 dias de cultivo,

6) Se seleccionaron las clonas mejor productoras del anticuerpo, se
congelaron unas alicuotas y otras fueron rteclonadas (2 veces) para llegar
a establecer la Clona Productora del Anticuerpo Monoclonal de Especifici-
dad Predeterminada.
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7) De la clona definitiva se tomaron alicuotas para congelacién y
para expansién celulas,

5.2. Produccién en mayor escala de los anticuerpos monoclonales.

1) Diez ratones (BALB/c, hembras, de 8-12 semanas de edad)
fueron inyectados i.p. con 0.5ml de pristane cada uno; el pristane es el
aceite mineral 2,6,10,14-tetrametilpentadecano, Sigma.

6 a 1)&107
células productoras del anticuerpo monoclonal (creciendo en fase log en
medio HT con 10% de SBF), contenidas en un volumen de 0.5ml.

2) Al decimo dia se inyecté i.p. a cada animal 5x10

3) Cuando el tumor fue claramente visible en la forma de una gran
inflamacién peritoneal (entre 5 y 10 dias), el liquido de ascitis fue
extraido a una jeringa heparinizada usando aguja calibre 21.

4) Se desecharon las células por centrifugacién y se congelé el
liquido de ascitis hasta su procesamiento.

5) Se practicaron las punciones peritoneales cada 24 6 48 horas
por 2 ocasiones, tiempo en el cual fueron sacrificados los animales.

6) Se determinaron proteinas y titulo de anticuerpos en alicuotas
de los liquidos de ascitis (17,18,31).

5.3. Purificacién de los anticuerpos monoclonales producidos.

La purificacién de los anticuerpos contenidos en el liquido de ascitis
se efectué haciendo uso del principio de afinidad entre anticuerpos y
Proteina A del estafilococo; para ello se empled el equipo comercial
Affinica:

1) Se lavé el cartucho de Proteina A primero con Sml de buffer de
regeneracién y luego con 4m! de buffer de unidén, a una velocidad de -
flujo de 1 mi/min, en cada caso.
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2) Antes de aplicar la muestra al cartucho, se eliminé el material
particulado de la muestra usando la unidad de filtracién S & S uniflo,
0.2um.

3) Se diluyé la muestra con 2 volimenes de buffer de unién y se
aplicé directamente al cartucho, a una velocidad de flujo de 0.5 ml/min.

4) Al terminar de aplicar la muestra se continué lavando la columna
con 10ml de buffer de unién, a una velocidad de flujo de 1 ml/min; la
absorbancia a 280nm del eluido debia regresar a los niveles de la linea
basal.

5) La muestra fue eluida del ligante (Proteina A) con 6éml del
buffer de elucién, a una velocidad de flujo de 0.5 ml/min. El eluido fue
inmediatamente neutralizado con Tris/HCl 1.0M, pH 9.0 y luego sometido
a desalacién y concentracién empleando una unidad para filtracién por
centrifugacién (CentriCell-60, con limite de exclusién en 10,000 de peso
molecular). Las soluciones finales del anticuerpe monoclonal fueron
almacenadas en volimenes de 0.5m! y conservadas a -20°C; en una alicuo-
ta se determind proteina y titulo de anticuerpos.

6) El ligante Proteina A fue regenerado con Sml de buffer de
regeneracién, a una velocidad de flujo de 1 ml/min.

7) Se lavé el cartucho con 4ml de buifer de unién, 2 una velocidad
de flujo de 1 ml/min, quedando listo para nueva aplicacién de muestra.

8) Para preparar el cartucho para su almacenamiento, fue lavado
con PBS (fosfatos 0.01M, NaCl 0.15M, pH 7.2) conteniendo 0.05% de
azida de sodio. Se conservé a 4°C, (40).

5.4. Caracterizacién parcial de los anticuerpos monoclonales producidos.

5.4.1. Determinacién del isotipo.

Solo se tipificé para IgG e IgM siguiendo el procedimiento de
RIA ya descrito, utilizando en lugar de SN de cultivo de hibridomas,
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alicuotas sin diluir y dilufdas 1:100, 1:500 y 1:1000 de las preparacio
nes del anticuerpo monoclonal purificado por afinidad. Como segundo
anticuerpo se utilizdé Igs de conejo anti-IgG de ratén marcadas con
1-125 (120 pCi/ml, actividad especifica 10 pCi/pg, se aplicaron -
0.2 pCi/ensayo) e lgs de chivo anti-IgM de ratén marcadas con
1-125 (114 pCi/ml, actividad especifica 5 pCi/pg, se aplicaron 0.4
JCi/ensayo), ambos reactivos de NEN Research Products (DuPont,
Boston, MA).

5.4.2. Reaccién con el antigeno gGT.

1) Se hicieron 4 mezclas de gGT purificada y el anticuerpo
monoclonal anti-gGT, conservando constante la cantidad de gGT
(en 10pg de proteina enzim4tica) y variando la del anticuerpo para
cada mezcla (5, 10, 15 y 20pg de proteina de anticuerpo anti-gGT).

2) Después de incubar a 37°C por una hora, se agregé a la
mezcla antigeno-anticuerpo 0.2ml de una dilucién 1:10 de Pansorbin
cells (Staphylococcus aureus cells 10% p/v; Calbiochem) y se homo-
geneizé mediante suave movimiento circular.

3) Después de incubar a temperatura ambiente por una hora,
se centrifugdé la mezcla a baja velocidad durante 5 min y en el SN
se determiné proteina y actividad de gGT.



IV. RESULTADOS
1. PURIFICACION PARCIAL DE LA ENZIMA gGT DE RINON DE CERDO.

La tabla I muestra los rendimientos en proteina y actividad de gGT
obtenidos en las diferentes etapas del tratamiento a que fue sometido el
extracto enzimdtico previo a la filtracién en gel. La figura 1 corresponde
al perfil de elucién de la fraccién enzimdtica gGT, de una columna de Sefacril
S-200.

Tabla 1.
PREPARACION DE LA MUESTRA DE
gGT PARA FILTRACION EN GEL.

Proteina Protelna Actividad gQGT
enzimética mg pmolas AMC.min-1 .0 500 -1
Antes de a
centrifugar 38.4 350.0

SN1P 25.518 529.0

ppl© 12.0 262.0

SN2 8.273 1,921.09

pPp2 3.17 55.04

a. 38.4mg de proteina en 60ml; la protelna se estimé en 40ul y la actividad
enzimdtica en 20ul 1:500.

b. 25.518mg de proteina en 58ml, de éstos se sometieron a filtracién en gel
57ml (25.08mg de proteina). La protefna se estimé en é0ul y la actividad
enzimdtica en 20pl 1:100.

c. 12.0mg de proteina en 2ml; la proteina se estimé en 60ul y la actividad -
enzimdtica en 20ul 1:100, Este residuo sélido se llevd a 10ml con el buffer
Tris/HCl adicionado de Tritén X-100; después de centrifugar se obtuvieron
9.5ml de SN2 (con 8.273mg de proteina, estimada en 80ul) y 0.5ml de
pp2 (con 3.170mg de proteina, estimada en 80ul). Del SN2 se filtraron en
gel 9ml (7.84mg de proteina).

d. Ambas actividades enziméticas fueron estimadas en 20ul de la correspon-
diente muestra (SN2 y pp2) dilufdos 1:100.

35
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Figura 1. PERFIL DE ELUCION DE gGT.- El exracto de rificn porcino
con actividad de gGT solubilizado en Tris/HCI-Tritén X-100 fue sometido
a filtracién en gel en una columna de 5.0x150.0cm de Sefacril S-200. La
velocidad de flujo fue de 50mi/h y las fracciones (de 12ml cada wna)
comenzaron a colectarse a los 400ml de iniciarse la elucién. Para cada -
fraccién se determind proteina (de acuerdo al procedimiento de Lowry, -
linea continua) y actividad de gGT (fluorescencia, linea discontinua).
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Es obvio que el Tritén X-100 favorece significativamente la solubilizacién
de la enzima gGT en el buffer, asi como la expresién de la actividad enzi-
matica, pues de la preparacién inicial de la enzima al SN2 la actividad

especifica aumenté 5.49 veces.

Por lo que respecta a la figura 1., en 73 tubos (870mil) se recuperd el
62.8% de la proteina total aplicada a la columna de Sefacril $-200 (20.67mg
de 32.92mg); el contenido delos tubos 8 a 22 (180ml) se mezclé y después
de concentrar el volumen final fue de 6.5ml con 2.383mg de proteina (7.24%
de la protefna inicial) y actividad de gGT de 0.638nmolas de AMC.min-l.pg

pxote{na'l.

El volumen de €lucién de la fraccién proteica con mayor actividad de

gGT fue estimado en 980ml.

En SDS-PAGE se detectd una sola banda (contra 6 bandas que aparecfan
en la fraccidén original), localizada entre los matcadores de 66,000 y 45,000

de peso molecular,

En PAGE se detectaron 3 bandas en la fraccién original (una de ellas
muy amplia) y una banda en la muestra sometida a filtracién en gel, dnica

banda que resulté positiva a la tincién especifica para la enzima gGT.
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2. PURIFICACION DE LA ENZIMA FOSFATASA ALCALINA DE RINON
DE CERDO.

Segln la informacién de la Tabla Il el proceso de filtracién a
través de Sefacril S-200 permitié reducir la cantidad de moléculas contami-
nantes y la actividad especifica de la enzima se aument§ por un factor de
6. El tratamiento con neuraminidasa aumenté en 1.5 veces la purificacidn-
(en funcién de la actividad enzimitica) de la enzima fosfatasa alcalina. Con
el paso final del tratamiento (cromatograffa de afinidad) se logré una prepa-
racién proteica con actividad enzimdtica especifica 15.5 veces mayor a la

actividad de la preparacién inicial.

En SDS-PAGE se detectd una sola banda (contra 4 bandas que
aparecian en la fraccién original) con cortimiento ligeramente menor al del

marcador de 66,000 de peso molecular.

En PAGE se detectaron 4 bandas en la fraccién original y una banda
en la proteina enzimdtica recuperada de la cromatografia de afinidad, tnica

que resulid positiva a la tincién especifica para la enzima fosfatasa alcalina.
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Tabla 1I.

ACTIVIDAD DE LA ENZIMA FOSFATASA ALCALINA
DE RINON DE CERDO DURANTE SU PURIFICACION.

Proteina Actividad FA -1
enzimiatica Protefna pmolas MU.min'l.pg prot.
Original 9.934mg? 330.6
Concentrada

después de

filtracidn b

en gel 7.152mg/5ml 1,978.7

Tratada con

neuraminidasa 6.570mg 2,800.4
Concentrada

después de

cromatografia

de afinidad 5.716mg/6m1° 5,130.3

a.

C.

Proteina total (del extracto liofilizado) sometida a filtracién en gel en
un volumen de 10ml; la proteina se estimé en 50pl y la actividad enzi-
méatica en 10pl.

La proteina se estimé en 25pl y la actividad enzimdtica en 20ul 1:10.

La protelna se estimé en un ml y la actividad enzimdtica en 20pl 1:50;
la proteina recuperada representa el 57.54% de la proteina inicial.

3. INDUCCION DE ANTICUERPQOS ANTI-gGT Y ANTI-FA, EN RATON.

Los resultados que se muestran en las tablas Il y IV nos guiaron
para seleccionar el ratén de mejor respuesta en anticuerpos hacia el

antigeno seleccionado. Asl, tanto para la proguccién de anticuerpos

anti~-gGT como anti-FA se escogieron los ratones nimero 1.



Tabla 1Ii,
ANTICUERPOS ANTI-gGT EN SUERO DE RATON.
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1 2 3 4
Dosis
cpm; 10,000 0 0 0
la. Diluci(m2 sin sin sin
del suero: 1:8000 diluir dilufr dilulr
hasta hasta hasta
1:8000 1:8000 1:8000
cpm: 28,000 12,000 16,000 12,000
2a. Dilucién
del suero: 1:4000 1:500 1:250 1:250
cpm: 28,000 13,000 18,000 12,000
3a. Dilucién
del suero 1:8000 1:1000 1:4000 1:1000
Titulo cpm: 25,000
el Dilucién
dia del suero: 1:8000
de la
fusién

1 Los valores de cpm estdn corregidos restando a cada uno su correspon-
diente testigo de reaccion en ausencia de antigeno (que debe ser cuando
menos 3 veces menor que las cpm fijadas en presencia de antigeno) y

tomando en cuenta la radiactividad de fondo (850-150cpm, valor

al 1% de la actividad inicial),
2 Solo se reportz la dilucién de suero que mostré mayor unién de marca
radiactiva.

menor
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Tabla 1V,
ANTICUERPO ANTI-FA EN SUERQ DE RATON.

R A T 0O N
1 2 3
Dosis
cpm ’; 1740 900 1054
la. Dilucién2
del suero: 1:2000 1:2000 1:2000
cpm: 2900 2100 1437
2a. Dilucién
del suero: 1:30,000 1:30,000 1:30,000
cpm: 5870 4150 5670
3a, Dilucién
del suero: 1:30,000 1:30,000 1:2000
Titulo cpm: 4900
el
dia Dilucidn
de del suero: 1:20,000
la
fusién

1 Los valores de cpm estdn corregidos igual que para la tabla anterior;
en este caso el valor del fondo fue de 600:'100cpm.

2 Solo se reporta la dilucidén de suero que mostré mayor unién de marca
radiactiva.
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4, SENSIBILIDAD A AMINOPTERINA.

Las células de mieloma creciendo en fase log en el medio comin de
mantenimiento (HT-glutamina-gentamicina-10% SBF), murieron en el curso
de 48 a 72 horas al ser cultivadas en presencia de aminopterina, contenida
en el medio selectivo HAT, ya que su accién bloqueadora de la sintesis de
novo de los dcidos nucleicos en unién de la carencia de ta enzima HGPRT
(requerida para la sintesis del dcido nucleico por la otra via existente, la
via de recuperacién de nucledtidos) impide el desarrollo y reproduccién

celular.
5. CULTIVO CELULAR EN FASE EXPONENCIAL.

El cultivo de células de mieloma (Sp2/0) en caja Petri de 100x20mm

produjo rendimientos de Z a 3.5x106 células/mi.

6. RESISTENCIA A 8-AZAGUANINA,

Los cultivos celulares sembrados 1:5 en el medio 8-AG lograron confluen-
cia celular en 28-36 horas; los subcultivos derivados de éste la alcanzaron
en 25-27 horas y una vez transferidas las células al medio comin de creci-

miento presentaron confluencia en 24 horas,

7. PREPARACION DE LA PLACA NODRIZA DE MACROFAGOS.

Se recuperaron 10ml de liquide de lavado peritoneal de dos ratones,
conteniendo un total de 18.6x10% células (promedio de 9.3x10% células por
ratén). En general la cantidad recuperada de liquido peritoneal fue préctica-
mente constante, 5 a 5.5 ml/ratén; en cambio, el nimero de macréfagos

colectados varié en el rango de 5x10% 5 9x108 células por ratén.
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El excedente de células peritoneales fué sometido a cultivo en medio
DMEM con 10% de SBF, colectdndose cada 3 dias los SN de cultlivo para
ser utilizados (después de centrifugacién y filtracién con 0.22pm) como
medios enriquecidos para el desarrollo de cultivos primarios o de cultivos

iniciales de clonacidn.

8, PREPARACION DE LAS CELULAS DE MIELOMA PARA EL PROCESO
DE FUSION.

Un dia antes de efectuarse la fusién celular se sembraron 10 cajas
Petri (100x20mm) con 10ml cada una de dilucién 1:5 de un cultivo en fase
log, confluente; esto mismo se hizo 48 horas antes del dla de la fusién con
5 cajas Petri y dilucién 1:10 del cultivo confluente en fase log. Cominmente
el nimero de células presentes en estos cultivos es suficiente para proporcio-
nar células en condiciones 6ptimas y en la cantidad requerida (50x10
células de m'u.eloma/lOOxlO6 de bazo para ser sembradas en 10 placas de 96
pozos cada una)., En este caso los cultivos celulares rindieron en promedio
1.8x10% a 3.5x10% células/ml.

El depdsito de células en el fondo del recipiente de cultivo es frecuente
en los cultivos de mds de 24 horas; si estas células no son resuspendidas
fdcilmente es preferible recolectar solo aquéllas que se encuentran suspen-
didas o libres en el medio de cultivo,

9. PREPARACION DE LA SUSPENSION DE CELULAS DE BAZO INMU=

NE.

De un total de 6 bazos utilizados en diferentes intentos de fu-
sién celular se obtuvo una cantidad promedioc de 96 a 127)(106 cé-

lulas/bazo.

10. FUSION CELULAR.
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A los tres dias de iniciarsela incubacién de los productos de la fusién -
celular pudimos apreciar en aproximadamente el 10% de los microcul-
tivos, indicios de desarrolle de hibridomas en la forma de pequenos agrega-
dos de hasta 8-10 células esféricas, de bordes lisos y notablemente refrin-
gentes a la luz. Tal resultado nos permité suponer que si habiamos tenido -
éxito al inducir la fusién celular; pero a la vez, este desarrollo celular
pudiera haber correspondido a células de mieloma que no se fusionaron y
que debido al corto tiempe de crecimiento en el medio selectivo HAT, ain
eran capaces de reproducirse. Asi pues, se procedié a demostrar la presen-
cia de anticuerpos para los antigenos gGT (de una fusién) y FA (de una

segunda fusién), en los SN de los cultivos,

11. IDENTIFICACION DE HIBRIDOMAS PRODUCTORES DE ANTICUERPOS

ANTI-gGT Y ANTI-FA.

LLa identificacién de hibridomas producteres de anticuerpos contra el
antigeno de interés se llevd a cabo investigando la presencia (mediante
RIA) de los anticuerpos particulares en los SN de 3 dias de cultivo de
todos aquellos microcultivos derivados de la fusién celular en los cuales se

tenia un minimo de 50% de confluencia celular.

1) Anticuerpos anti-gGT.- A los 6 dias de efectuarse la fusién
celu- lar para produccién de anticuerpos anti-gGT se tenian 42 microcultivos
confluentes y a los 9 dias post-fusién se habian identificado 8 poblaciones
celulares productoras de anticuerpos anti-gGT, 6 de ellas con cpm 2 veces
arriba del testigo y las otras 2 con cpm 4 veces mayor al testigo (figura

2}
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DILUCION DEL SN DE CULTIVO

Figura 2. ACTIVIDAD EN ANTICUERPOS ANTI-gGT DE HIBRIDOMAS
PRIMARIOS.- El microcultivo 8C4 mostré una actividad de 6,310/1,451
cpm (+Ag/-Ag = 4.3) y el miciocultivo 9C2 una actividad de 8,259/2,116
(+Ag/-Ag = 3.9). La actividad fue estimada en 50ul de SN de 3 dias
de cultivo, en las diluciones senaladas, mediante RIA.
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De los dos dltimos microcultivos (denominados 8C4 y 9C2) se tomaron
alicuotas para conservar por congelacién unas y para expandir otras. De este
proceso de expansién celular obtuvimos 4 nuevas poblaciones celulares, de
las cuales a su vez, derivamos 5 y de éstas finalmente seleccionamos la
poblacién 8C4-la (denominada 8C4) para iniciar clonacién (tabla V., figura

3.0

Tabla V.

RELACION DE LOS HIBRIDOMAS PRODUCTORES DE
ANTICUERPOS ANTI-gGT SELECCIONADOS HASTA-
LA ETAPA PREVIA A LA CLONACION.

Micro - 1 Micr.o- 1
cultivo D cultivo D
1. 9C2-5 2.8 1. 9C2-%a 4.2
2 -9 2.9 2 -9b 2.8
3. 8C4-1 3.9 3. 8C4-la 22.9°
4. -7 3.2 4. -ib 11.6

Si -1¢ 8.8

1 Los valores D corresponden al cociente de la relacién de cpm unidas
en presencia y en ausencia de antigeno.
2 Poblacién con la cual se procedié a clonar.
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DILUCION DEL SN DE CULTIVO

Figura 3. ACTIVIDAD EN ANTICUERPOS ANTI-gGT DE HIBRIDOMAS
EN CLONACION.- El microcultive 8C4-la mostrtéd una actividad de
39,030/1706cpm (+Ag/-Ag = 22.9), el microcultivo 8C4-lb una actividad
de 25,407/2,193cpm (+Ag/-Ag = 11.6) y el microcultivo 8C4-lc de
18,551/2,119 (+Ag/-Ag = 8.8). La actividad fue estimada en 50ul de -
SN de 3 dias de cultivo, en las diluciones senaladas, mediante RIA.
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células de poblaciones con los mejores rendimientos en los

anticuerpos esperados.

CLONACION DE HIBRIDOS PRODUCTORES DE ANTICUERPOS
ANTI-gGT Y ANTI-FA,

1) Anticuerpos anti-gGT.- El medio de cultivo para clonar la
poblacién 8C4 se enriquecié (en una proporcién 1:1) con SN de
cultivos previos de células 8C4. A los 3 dias se tenfa desarrollo
celular en 3 de los pozos que habian recibido una sola célula.
A los diez dias de iniciarse el cultivo de clonacién habia creci-
miento celular en los 15 pozos (de 3 placas) identificados ini-
cialmente como contenedores de una sola célula, De aqui se
seleccionaron 8 clonas con mayor produccién de anticuerpos -~
anti-gGT y con mayor velocidad aparente de reproduccién
celular (estimada por el tiempo en el cual alcanzaron confluen-
cia); los 8 SN dieron prédcticamente la misma respuesta, alre-
dedor de 38,000cpm, 25 veces mayor que la radiactividad basal.
A los 13 dias de iniciar clonacién se seleccionaron 4 de los 8

microcultivos procediéndose a congelar y a reclonar una vez

maés:
Clona D1
B11 25.00
C8 25.67
D4 28.22
D6 31.41

1 Los valores D corresponden al cociente de la relacién de
cpm unidas en presencia y ausencia de antigeno,



50

La produccién de anticuerpos anti-gGT por las clonas B1l, C8,

D4 y D6, no fué afectada por la reclonacién.

2) Anticuerpos Anti-FA.- Después del proceso de clonacién
logramos obtener 3 clonas productoras de anticuerpos anti-FA
con un valor de 15.5 para la relacién Ensayo en presencia de
antigeno/Ensayo en ausencia de antigeno, y una fijacién de

cpm mayor de 15,000 en cada ensayo:

Clona D!

FA-1  15.49
2 15.63
3 15.65

1 Los valores D corresponden al cociente de la relacién cpm
unidas en presencia de antigeno y en ausencia del mismo.

La produccién de anticuerpos monoclonales anti-FA llegé

hasta esta etapa del proceso.

13, PRODUCCION EN MAYOR ESCALA DE ANTICUERPOS MONOCLONA-
LES CON ESPECIFICIDAD PARA gGT.

1) Produccién in vitro.- Las poblaciones celulares de las clonas B11, C8,
D4 y D6, fueron expandidas por transferencia, primero a placas de
24 pozos y luego a placas de 6 pozos, obteniéndose los siguientes

valores de la produccién de anticuerpos anti-gGT:
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Cultivo en Placa de
Clona 24 pozos 6 pozos
D D
Bl 1.7, 1.5, Z.0 3.8, 3.5
c8 1.5, 2.0, 1.8 1.7, 1.8
D4 2.5, 2.8, 3.0 18.0, 17.2
D6 32.0, 31.0, 33.0 29.0, 29.0

Los valores D representan el cociente de la relacién de cpm unidas en
presencia y ausencia del antigeno. Los 3 valores de la primera columna

y los 2 de la segunda coriesponden a diferentes microcultivos de la -
misma clona.

En virtud de que la clona Dé mostré mayor estabilidad en la produccién
de anticuerpos, seleccionamos dicha clona para continuar la expansién
celular trandiriendo ahora el cultivo confluente de un pozo de placa de
6 pozos a una caja Petri de 100x20mm; del cultivo confluente se hicie-
ron resiembras de diluciones 1:5 y1:10 en caja Petri de 100x20mm, y

de dilucién 1:5 en botella de cultivo conteniendo 50ml de medio HT-20%

SBF (los resultados se muestran en la tabla VI.).



Tabla VI.

CARACTERISTICAS DE CULTIVO DE LA CLONA Dé.

Cultivo Tiempo de
en Dilucién cultivo cpm1 Observacién
Caja 1:3 24 hs 12,813 Cultivo con-
100x20mm 48 13,346 fluente a
72 13,200 las 36hs de
incubacién,
Caja 1:10 24 hs 13,233 Confluencia
100x20mm 48 12,012 a las 36hs
72 12,970 de incubacién.
Botella 1:5 24 hs 13,494 Confluencia
50 ml 36 13,642 a las 24hs
48 13,573 de incubacién.
72 13,597
1 Los valores de cpm estdn dados por los anticuerpos contenidos en 50ul

de SI;J de cultivo, teniéndose en estos ensayos una actividad basal de -
1100-100 cpm.

Un lote de 100ml de tales SN fué sometido a precipitacién con sulfato
de sodio (17) obteniéndose un rendimiento en proteina de 1.65mg/ml y

una actividad en anticuerpos anti-gGT de:

cpm: 9,500 8,900 7,250 6,100 660
Dilucién sin
del anticuerpo: diluir 1:10 1;:100 1:1000 1:10,000

Los valores de cpm estdn corregidos con su testigo negativo y una -
radiactividad de fondo menor al 1% de la actividad inicial.
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Por otra parte crecimos células de la clona D6 en el mismo
medic HT pero variando el porcentaje de SBF en el medio (2.5, 5.0, -
7.5, 10.0, 12.5, 15.0, y 20.0%), logrando conservar la velocidad de re-
plicacién celular (medida por el tiempo en el cual se tiene confluencia

celular) y la produccién de anticuerpos anti-gGT, en el rango de 5 a

20% de SBF.

2) Produccién de ascitis,- Ademds de intentar la produccién de anti-
cuerpos monoclonales anti-gGT por cultivo in vitro de hibridomas, lo -

intentamos por desatrollo in vivo {en cavidad peritoneal de ratén BALB/c)

- de las células de la clona D6, con los resultados que se muestran

en la tabla VII.

Tabla VII,

PRODUCCION DE ANTICUERPOS ANTI-gGT
EN ASCITIS.

Anticuerpos anti-gGT, cpm

Fuente de Proteina Dilucién
a nticuerpos mg/ml 1:100  1:500 1:1000  1:5000 1:10,000

Liquido de
ascitis 200.0 2,100 7,300 7,500 8,100 7,800

Liquido ascitis
filtrado por i
0.22pm 6.984 ND ND ND ND ND

Liquido ascitis
eluido de
Affinica 0.0384 ND ND ND ND ND

Eluido eoncentrado 6.248 40,921 21,317 9,372 2,237 ND

1 No se determinaron.
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DETERMINACION DEL ISOTIPO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONA-
LES ANTI-gGT.

Se utilizé el anticuerpe monoclonal anti-gGT purificado por afinidad y
concentrado a 6.248mg de proteina/ml; los resultados para la dilucién

1:1000 de esta preparacién del anticuerpo fuerop:

1) gGT + anti-gGT(1:1000) + (I-125)-anti-1gG ratén

cpm (+Ag/-Ag) -=8,462/1754 (4.82)
9,372/1975 (4.75)

2) gGT  +  anti-gGT(1:1000)  + (I-125)-anti-IgM ratén
cpm (+AghAg) = 9,748/5850 (1.66)
11,398/6738 (1.69)

Estos resultados preliminares, pues solo se realizé una determinacién
por duplicado, sehalan que el anticuerpo monoclonal anti-gGT es del -

isotipo G.

REACCION gGT/ANTIi-gGT.

Los ensayos cuyos resultados se reportan en la tabla VIl fueron practi-
cados con el propésito de investigar si la interaccién entre el anticuer-
po monoclonal anti-gGT y su antigeno tiene efecto inhibidor de la acti-
vidad de la enzima. Segin los datos obtenidos, 5Sug del anticuerpo mono-
clonal anti-gGT son suficientes para inhibir la actividad enzim4tica de
10pg de gGT (se detecta solo un 3.21% de la actividad de la enzima tes
tigo); la mezcla de reaccién entre 10ug de gGT y 20pg del anticuerpo

monoclonal expresa 0.091% de la actividad del testigo.
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Tabla VIII.

EFECTO DE REACCION Ag/Ac SOBRE
LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA gGT.

Sistema Proteina pg Actividad gGT
pmola__s1

de reaccién?® (Lowry) AMC.min
1. SN 10pg gGT b c

+ 5ug Ac + P.c. ND 187.0, 165.0
2. SN 10pg gGT

+ 10pg Ac + P.c. ND 65.0, 55.0
3. SN 10pg gGT

+15pg Ac + P.c. ND 4.0 4.0
4, SN 10pg gGT

+ 20ug Ac + P.c. ND 6.0 4.0
5. SN 10ug gGT &

+ P.c. 11.27, 11.60 5,915.0, 5,795.0
6. SN 100pg P.c. ND 47.0, 35.0
7. 10ug gGT 10.0, 10.0 5,500.0, 5,415.0
a. E] sistema de reaccién corresponde al SN obtenido al centrifugar a

baja velocidadcada una de las diferentes mezclas del antigeno gGT, -
del anticuerpo monoclonal anti-gGT (Ac) y de las P.c. ("Pansorbin
Cells" 0.2ml de una suspensién al 1% p/v de células de Staphylococcus

aureus).
b. No detectable.
Cn Los dos valores de actividad de gGT y de proteina corresponden a

duplicados.



V. DISCUSION

Los protocolos empleados para tratar de purificar los antigenos gGT vy
FA permitieron poner de manifiesto la utilidad del Tritén X-100 y de la
enzima Neuraminidasa. Por una parte, es obvio que el detergente no idnico
no solo facilita la solubilizacién de la enzima gGT en el buffer Tris, sino
que ademds, favorece la actividad de la enzima, pues de la preparacién inicial
de la misma al SN2 la actividad especifica aumenté 5.49 veces (tabla 1); el
detergente debidé haber movilizado pequernios grupos, o quizd moléculas mayores,
que de alguna forma limitaban la expresién de la actividad de la enzima
gGT, por ejemplo, restringiendo el acceso del substrato al sitio activo de la
enzima. Por lo que se refiere a la accién de la neuraminidasa (tabla II), pudié-
ramos sugerir que la eliminacién de grupos de dcido sidlico permite un mejor
acceso del substrato al sitio catalitico, y/o la exposiciébn de centros cataliti-

cos ocultos por tales residuos de carbohidrato.

Cuando se llevé a cabo la determinacién de anticuerpos anti-gGT y
anti-FA en suero de ratén, observamos que a bajas diluciones séricas (menores
a las reportadas, Tablas IIl y IV), ocurrfa elevada unién inespecifica (en au-
sencia del antigeno) en tanto que diluciones mayores a las reportadas no
fueron utilizadas debido a la baja fijacién de marca radiactiva, dato que
tomamos como indicador de una pequena cantidad de anticuerpo, capaz de
reaccionar con el antigeno (gGT o FA). La gran diferencia en las diluciones
utilizadas de los sueros anti-gGT y anti FA, se debe a que los dltimos mos-

traron muy elevada unién inespecifica (testigos en ausencia de antigeno).

56
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El mantenimiento de células en la etapa log de la curva de expansién
de un cultivo celular se ha seleccionado como pardmetro indicador de que
en una poblacién celular virtualmente el 100% de las células se encuentra en
condiciones metabélicas Sptimas. Esta prdctica, por su fidelidad con respecto
a las caracteristicas celulares, su sencillez y rapidez, ha ido substituyendo a
los ensayos de viabilidad y metabolismo celulares. Para conservar las células
en fase log es requisito indispensable, ademds del medio de cultivo adecuado,
suficiente superficie para la expansién celular. Dos de nuestras observaciones
concuerdan con este requisito: Una vez que las céluias llegan a confluencia
en el medic de cultivo se sobreponen unas en otras y se depositan en el
fondo del recipiente de cultivo, lo cual aparentemente disminuye el contacto
celular con los nutrientes disueltos en el medio y las células caen en fase
estacionaria y finalmente en muerte celular. Por otra parte, la cantidad de
inmunoglobulinas (anti-gGT) permanece constante después de que el cultivo
ha alcanzado confluencia (los valores para 24, 48 y 72 horas de cultivo se

reportan en la tabla Vi),

La resistencia a 8-AG, y por lo tanto el desarrollo celular en un
medio que contiene 8-AG (15-20 pg/ml), es el marcador aparente de la
ausencia de la enzima HGPRT. El cultivo en este medio de las células de
mieloma que van a ser utilizadas en la fusién con esplenocitos, es crucial
en ei momento de eliminar las células de mieloma que no fueron fusiona-
das, pues la persistencia de células HGPRT positivas contamina gravemente
los cultivos post-fusién, en los cuales es muy dificil distinguir el desarrollo
de hibridomas del de mielomas; ademds, las células de mieloma se desarro-

llan més rdpido que los hibridomas, enmascarando primero los escasos hibri-
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domas productores del anticuerpo esperado y conduciendo luego a la desapa-
ricion de los mismos, simplemente por competencia de nutrientes y de espa-

cio.

Al momento de preparar las suspensiones de células de bazo inmune
fue notable la diferencia en volumen que presenta un bazo extraido de un
ratén inmunizado i.p. con el antigeno en ACF y un bazo procedente de un
ratén inmunizado, también i.p., pero con el antigeno en salina: El primero
fue aproximadamente 2 veces mayor que el segundo; sin embargo, no se
realizé ningdn trabajo para investigar diferencias en cuanto a cantidad de
células linfoides, a nivel de la respuesta en anticuerpos especificos del antj-
geno de interés, o en cuanto a la eficiencia de la fusién en términos de
hibridomas productores de anticuerpos en general y especificos del antigeno

en particular.

La representacién grdfica de la relacién Anticuerpo Unido versus - -
Dilucién del Anticuerpo (figuras 2 y 3), permite apreciar més facilmente el
comportamiento de la actividad de los anticuerpos en funcién de su concen-
tracién. Asi, la grédfica facilita una rédpida comparacién de la informacién
obtenida para varios microcultivos: el nivel de anticuerpos en el cultivo, el
titulo del mismo en anticuerpos especificos del antigeno de interés y la
cantidad de marca radiactiva con la cual aparecen en el ensayo, la probable
presencia de protefnas (incluyendo anticuerpos no especificos) que enmasca-
ran la reaccién de los anticuerpos de la especificidad deseada (sugerida -
por una pendiente que tiende a cero y porque la unién del anticuerpo esperado

debe aumentar a mayer dilucién del mismo), y la prediccién de la coexis-
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tencia de una o mds lineas celulares en el cultivo (tambien por el valor de -
la pendiente, un valor que tiende a cero sugiere mayor hecerogeneidad en la

poblacién celular).

Aplicando estos criterios a las grdficas de los microcultivos 9C2 y
8C4 (fig.2), nos parecié este Gltimo mds prometedor ya que aunque la can-
tidad inicial de anticuerpo no era muy diferente para ambos cultivos, si lo
era el comporiamiento en actividad de anticuerpos anti-gGT al diluir el SN;
de tal comportamiento esperdbamos tener baja cantidad de proteinas inespe-
cificas (que se puede comprobar también con la menor uni®n inespecifica del
testigo sin antigeno) y mayor riqueza en células productoras del anticuerpo
especifico. Estas deducciones fueron confirmadas con los resultados que se
muestran en la tabla V, obtenidos durante el proceso de expansién celular -
de los cultivos 9C2 y 8C4. Por lo que se refiere a los swubcultivos de 9C2,
solo podemos sugerit que no habla células altamente productoras de anti-
cuerpos anti-gGT en el cultivo primario, que si las habfa las perdimos durante
el proceso de expansién celular, o bien, que durante este pxoceso las células

perdieron cromosomas codificantes de los anticuerpos anti-gGT.

Al comparar la produccién de anticuerpos anti-gGT y anti-FA por las
clonas Dé y FA respectivamente, no puede explicarse fadcilmente la gran di-
ferencia en los valores registrados; si asumimos que las clonas productoras
de ambos tipos de anticuerpos son poblaciones celulares puwras en desarrollo
dptimo, y que la diferencia en densidad celular es tan pequetia que no afecta
esta comparacién, podemos sugerir que la diferencia se debe a algin factor

genético; <¢cantidad de genes que codifican para el anticuerpo especifico?, -
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éregulacién de la expresién de tales genes?; por otra parte, revisando el -
sistema de deteccién de los anticuerpos, ¢podifamos asignar la menor fijacién
de anticuerpos anti-FA, a una baja densidad de epitopes especificos en el -

antigeno FA en comparacién con el antigeno gGT?2.

En funcién de la produccién de anticwerpos anti-gGT (tabla VI), tal
parece que no hay diferencia en sembrar células en dersidad correspondiente
a las diluciones 1:5 y 1:10 (siempre y cuando la resiembra sea de células en
fase log), pero consideramos que sl hay diferencia al sembrar en caja y en
botella la misma densidad celular, ya que en el segundo caso la confluencia
se logra 12 horas antes que en el primero. Ademds, es claro que una incu-
bacién mayor a las 36 horas (para una poblacién celular confluente), no con-
duce a niveles mas altos de produccién de anticuerpos. Si ahora comparamos
los valores de proteina y actividad en anticuerpos anti-gGT del eluldo con-
centrado de la columna de afinidad y de la fraccién globulinica precipitada
de los SN de cultivo de hibridomas, es obvis la diferencia en ambos par4-
metros y en consecuencia la mayor eficiencia de la produccién de anticuerpos
monoclonales en liquido de ascitis: 3.8 veces mds proteina de anticuerpos con

5.65 veces mayor actividad anti-gGT, para la dilucién 1:100 (tabla ViI).

Tratando de identificar alguna caracteristica del complejo gGT/anti-gGT
se desarrollaron los ensayos de la tabla VII. Los resultados nos llevaron a
proponer que el anticuerpo monoclonal anti-gGT interacciona directamente
con el centro catalitico de la enzima gGT ¢ bien, con algin sitio vecino al
mismo, resultando en este caso la inhibicién enzimdtica de una modificacién

conformacional (en el sitio catalltico mismo o en el sitio de reaccién con el
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anticuerpo, la cual afectaris también al centro catalitico), o pudiera también

ser resultado de un efecto alostérico que irmpide o limita el acceso de subs-

trato al sitio activo de la enzima.



V. CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron los extractos purificados de gGT y FA de rifion
porcino, con un grado aceptable de pureza, para la produccién de los anti-

cuerpos monoclonales, sin cambiar sus caracteristicas antigénicas

2. Los ratones BALB/c (hembras), respondieron a los antigenos solubles
gGT y FA de epitelio renal de porcino, mediante la sintesis y liberacién a la
corriente sanguinea de los anticuerpos en niveles detectables por el procedi-

miento de RIA utilizado.

3. La administracién i.p. de los antigenos gGT y FA en ACF, estimu-
I6 en bazo la formacién de células plasmé&ticas especificas de los antigenos
gGT y FA en cantidad tal] que pudo desarrollarse una adecuada poblacién de
células hibrido productoras de los anticuerpos deseados, de las cuales se

partié para hacer crecer los correspondientes hibridomas.

4. Como resultado de 2 procesos de fusién se logré el aislamiento de
clonas productoras de anticuerpos con especificidad hacia las enzimas gGT y
FA. Tanto por reproduccién in vitro como in vivo de las clonas anti-gGT
se obtuvieron los respectivos anticuerpos monoclonales que fueron purificados
por cromatografia de afinidad en columna de Protelna A de S. aureus; el
proceso de produccién de anticuerpos monoclonales anti-FA se condujo hasta

la etapa de desarrollo in vitro. Las eficiencias de fusién fueron de 88.45% y
80.40% para gGT y FA respectivamente y el rendimiento en anticuerpos
monoclonales anti-gGT fue de 1.65 mg/ml por cultivo in vitro y de 6.248

mg/ml por cultiva in vivo.
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VI. RESUMEN

Se reportan los protocolos que se siguieron para preparar los antigenos
solubles gama-glutamil transferasa y fosfatasa alcalina (de rifidn porcino),
para estimular respuesta inmune humoral, hacia tales antigenos en ratones
BALB/c, y para inducir fusién celular que condujera primerc, a la formacién
de hibridos inmortales productores de anticuerpos con especificidad hacia los
antigenos citados y, segundo, a la produccién de los correspondientes anticuer-
pos monoclonales. Se describe también la metodologla para la produccién de
los anticuerpos monoclonales en liquido de ascitis,y para lapurificacién de los

mismos en columna de Proteina A.
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