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1. EL COMPLEZD MAYOR DE HISTOCOMPATTBILIDAD HUMAND.

El compledo mayor de histocompatiiilidad humano ([MHC),
amhién denominade sistema HLA, consiste en une serie de genes
localizados en el brazo corto del crancsoms &, gue codifican
Eculas proteicas respomsables del  reconocimiento enive
lulas. Bl sisters HLA contiene tres grupos de genes, los que
codifican los denominades antigencs de clase I, de clase II, ¥
de clase IIT. Les moléculas HLA de clase I se expresan en la
irmensa mavoria de las oélulas del organisme; son log antigenos
HLbh-A, =B, v -C. La caracteristica fundamertal de los antigencs

de clase T es su elevado grado de polimorfismo; e han definido

24 especilficidades para el loous HLA-A, 50 pars HLA-B, v 11 para

[8}]

HLE-C {tabla 1). Las moléculas de clase IT constituven otra
fawilia de antigencs de histocompatibilidad con caracterisiticas
funcionales, estructurales v genédticas diferentes des  los
antigencs de tlase I. Se expresan casi exclusivamente en clertss
células del sistems inmune, principaslmente en linfocitos B v en
macrofagos. En el sistema humeno existen al mencs tres tipos de
antigenos de clase IZ, cgue son los denominades HLA-DR, ~-DQ ¥y
=DPF. El polimorfismo de log antigencs de c¢lase I, aungue
el momento infericr al de las moléculas ¢o clase I {ver tabla
1}, es muy elevado en comparacidn con la mayoria de otras series

alélicas conocidas, Lag moléoulas de class TIT son componentes

del sistore del complemento,

15
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1, Estructure de las meoléculas HLA

S

oy

¥n la figura 1 se zrepresenta
estructura general de una wmolécula HIA de
rasgos, los antigenos de c¢lase T son prote
formadas por una cadena pesada de unos 45 k&
cue estd codificada en los genes del MHC, v
un pesc molecular aprowimado de 12 kE,

microglichulina., Esta es un polipéptide
codificado en el MIC (1), Los antigenos de ¢l

integrales de merbrans, <on una gran reg

segmanio Jue atraviesa la merbrana

censtra en el cltoplasma {2}

B

@ pesada se hallas glicosilada por o

=

esguemdti

amente

(=3
clase 1I: & grandes
wnes heterodiméricas
de peso molecular,
ma cadena ligers de

que &8 la fa-
no polimérfico v no
lase I son proteinas
on extracelular, un
peguelia  porcidn gu

1 extracsiviar de la
1 Unico residuo de

sarbohidrato, ¥ contiene dos  enlaces disulfuro intracatensrios
de una exbtensidn simdlar a2 log de log  domindos de las
inmonoglobulinas (Igs)y.

La estructura primacia de estos artigenos ha permitido
establecer su organizacidn en dominios estructurales, a0 base 2
la homeleogia estructural de ls porcidn cgue comrende 1os
arinodcidos 183-274 {03}, con los dominios constantes de lag Igs

rerns existent

v la Be-microglomilina, v & la homeologia ind e entre
las regiones 1~90 {(oly v 91-182 (o2y. En  Dbase & esha
organizacidn, se ha incluldo a2 las molfculas del MEC en la
superfamilia de las Igs, gue comprende un conjunto de proteinas

17



Figura 1.- ZEsguema general de la estructura de la
moléoula HLA-2Z. La cadena pesada consta de 340 amincédcideos, oor

tres dominios extracelulares de aproximadamente 20 reziduos cada

o, un segmento transmerbrana de 40 amincdoidos, v oun péptide

intraselular de 30 residuos. Ios dominios = vV De poseen

disulfure intracatenarios, formando bucles s 80 residucs. Las

o
Em
8

cificidades alotipicas se lccalizan en los dominios oz v Ok

o= 28 relativamente invariable.

[
o



gue comparten una estructura comin, cuya unidad Dasica es un
dominio glebular con las caracteristicas de los dominics de las

Tgs (3). Ia interaccidén de la fPe-microgloialina con la cadena

.

¥

pesada se  acepba que se produce fundamentaimente con el dominio

3, mientras gue la Be-microgicbulina interacciona con 108

Lok

8

{3
o]

ominios de la cadeba pesada {4). Bin embarge, la interaccidn
entre la Be-mdcrogicbulinsg con el dominio 0o s lleva & ©aDo 2n
una nueva disposicidn espacial gque no s la hallado en ninguna
de las estructurss conocidas de moléculas de anticusrpos (4). EL
plegamiento de los dominlos 0. ¥ 0= no se parvece al de las
aungue o= contiene un  puente disuliure intracatenario,

reminiscencia de los encontrados sn aguellas.

z

1.2.~ Crganizacién gendmica v polimorfisme de la regidn HLA de

. -
CLEBS L,

La ficurs 2 muestra la disposicidn de los genes gue

=

codifican las moléculas HLA de clase I. Aderds de log tres genssg

gue codifican log  trss productos génicos  definidos
seroldglcamente, HLA-A, B, C, cue codificzan proteinas gue se

asocian & la f2-microgleobulina v se expresan en la mayvoria de

% Jo g, o o £ Tan 1 € o g = 1
los teijides v Tipos celulares, se hallan los genes de los

e 82 asccian a la Be-microglobuling, aungus poseen patrones de
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k33

clésicag”®. EL orden de estos genes, gue seg  encusnbtran

figl gmment@ préximos en el mapa génico, no s2 ha sstablecido por

3

el momento, Asimismo, se encuenira un nlmero indstsrminado &

o

psevdogenes de clase I {8}, los cuales no originan ningtn
b

vroducto ascciade a la fZz-microglebulina, ¥ gue generalmente

poseen una ochvia mutacidn delietérea.

La secuenciacidn de algunos genes gue codifican pars
log antigencs de clase I (9-14) ha permitido conocer su
estructura. La distribucidn de exones e intiones gue aparese en

estos genes confirma la distribucidn en doninios e

i
et
2
{3
o
£
Y
g_».ms
{0
0

cue se habla sugerido en base 2 las homo i oglas de secuencia.
£51, se cobserva gque aparecen 8§ exones sepavades por 7 intrones

el primer exbén codifica para una secuencia fe 2Z1-24 amincdcidos

que no estd presente en la proteina expressda en la membra

4
%

=

los exones 2, 3 v 4 codifican, respectivamente, log dominics ol,

o2 v 3. Bl exdn B contiens la infommacidn vars el péptido gue

conecta la regidn sxwtracelular con la parte gue atraviesa la
embrana v para  este péptide  transmerbrana. La regldn
intracitopldsmica estd codificada en los exones &, 7 v &
conteniendo sste (ltimo el ssgmento 37 del gon que no se traduce

BExlste clerta evidencia de la posibilided de procssamiento
{("splicing”) alternative de los nRNA correspondientes a los

antigenos de  clase I, que puede originar moléculas con

<3

diferencias de longitud en su extreme cerboxilo termins

o

ormas solubles de estas moléculzs gue carecen de la

ks
ot
{}
e
o
in
o
)



oty
by e

cidn transmembrana {(15).

Como va se ha dicho, una de las caracteristicas més
sobresalientes de  los profuctos del MEC ez su extremedo
polimorfismo: la comparacidn de lag secusncias conocidas de
clase I muestra cgue la wayerie de las d ferencias entre las
digtintas moléoulas estédn agrupadas en & segeentos, 3 en el
domindio ol, en las regicnes que comprenden los amincdcidos 9-12,
4045 v 62-83; otras dos en el domdnic o2, en  las regiones 94-

137-167, v una en l& zona entre o2 vy

concierda con los datos que indican gque

determinantas alcantigénicos

g
bt

o8 dominlos Neterminales.

-y
£

sentids de que existen presicnes

tienden a mantensr la estruchtura del  domind

variehiiidad en log obtrog dominics, siend

O

amy

refledo de la funcidn gue se supone & cada

se encuentran
ste hecho ze ha i

evolut

(S35

& 4

la mayoria

localizados

vas que,

o 03, favorscen 1

T provablemants un

une de los dominics:

interaccién con la fe-microglobulina para o3, v especificidad de
reconocimiento v restriceidn para ol v of.
1.3.= Estructura de las moléculas HLA de clase 1T

Las moléculas de clase IT codificedas en el MHC son

22



3y, vy determinan la capacidad de un individuo dado para
responder inmunoldgicamente frente a una amgplia gams v varledad
de  antigencs extrafics, por lo gue se conccen también con el
calificativo de genes de la respuesta lomune {318}, Las
diferencias en cuanto a tamefio entre las dos subunidades o, 34
kA: B, 29 k3 son, principalmente, debidas & gue las cadenas o
de todos los subtipos se hallan sustituidss por des cadenas de
N-glicanos, mlentras que las B poseen sélo vona {(19). Cads cadene
nolipeptidica congta de dos dominics extracelulares de 90-100
aminodcidos cade une, una regidn transwvenbrana de  20-23
residuds, v una porcidn intracelular de 8-15 residuos. En cada
., el domindio més préxime & la mewbrana, o2 © 32, presents

o domindios de las Igs

oot

una fuerte homologiaz en su secuencia con

e

3 = ;. e ¥
culag de clasze IT

(04

(207, por lo gue se considera ogue las mol
comparten un origen eveolubive comdn cor las Igs v con otros
mierbros de la superfamilia de las Igs (por ejemplo, moléculas
de olase I, receptor de la célula T, Z04 v CD& (2
Jominios situados en posicidn distal con respecto a

plasmética, ol v 81, no presentan tal howmologia, sungue 31 posee

Ey

oo

un puents disulfuro de aproximadamente el nmlsme tamafic gus el

encontrado en un dominio immnoglobulinico. La estructura de las
moléculas de clase IT presenta una notables hooologia con
regpecto & la de los antigencs de clase I del MHC, difixiendo
principalmente en e modo de wnddn de  los donindos

axtracelulares, v en el hecho de gue tan s6lo la cadena o de los

antigenos de clase I atwaviesa la membrana plasmétics.



Figura 3.- Esgueme general de la estyuctura de la

moldcula HLA de clase IT.




La organizacidn estructura: en dominics de
las moléculas de clase IT se refleda, & su vez, en 2l IDNA, en
cuante a la disposicidn de los genes (20). Los genes pays las
cadenas o contienen 3 exones gue codifican, principaiments, {A)
la secvencia sefizl, (B) el dominio sxwbracelular ol, {(£) e
dominico extracelular 2, (D) la regidn trarvsmembrans v la cola
citopldsmica, v (B) la porcidn 37 UT. Los genes de las cadenas B
gstdn dispuestos de idéntice modo, excepto para la ools
citopldsmica, gue se halla codificada en el =xdn 5, mientwas gue
la porcidn 37 UT constituye un sextc exdn. Los genes para las
cadenas o v § difieren significativamente en la longitud de sus

intrones en los distintos subtipos de moléculas de clase IT.

w

1.4.~ Organizacidn gendmica de la region HLE de clase IT7

Todos los genes HLA de clase IT caracterizado:

e
5
Y

=1 momento se encuentran codificados en el MHC, en el brazo

=

orto del cromosoma 6. Evolutiva v funciondlments, log genes wds

lotimamente relacionadcs se agrupan en  las denominadas
subregiones, cuya disposicidn general en el cromoscma ha podide
ser sstudiada merced a une combinacidn de féonicas bloguimicas v
genéticas (22-26) (figura 4). De esta fomma, ha sido posible
sstimar gue la regidn de class IX tiens  un tamafio de,
aproximadamente, 1000 kb. Las subregiones contienmen tanto genes

para cadenas ¢ ¢omo para cadenas B, siendo esta disposicidn

&
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hagtante insdli puesto que los genes para las cadenas o v 8
de la mavoria de las proteinas hetercdiméricas no se hallan
ligados en el mismo segmento cromosdmico. Estas subregionss se
hallan  dispuestas, en digtancia creciente a2 partiy del
centrdmere, en el siculente orden (ver figura 4): DF, DN

(contiene s8le un gen la para cadena o),
gen para la cadena B, DOy DR (27}, v, ton
DO, para las gue no se ha detectado ningC

codifican las moléoculas de clase 17T DP, BEQ v

El polimorfisme alélico ez una ds

intrinsecas de los productos de la regidn
depcubriniento se realizd en virtud de gue @

rasponsable de la reaccidn de linfocitos o

virtualnmente todos

los individuos no amparen

o0 {contisne sdlo un

la excepoidn de IN v

DR respectivamente.

gl
s

las caracter

o g,
LET1L08S

HLa~T3: de hecho, su
1 polimorflismo es8 el
szcilados (MLR) eobre
cados. Parece, puses,

svidente gue este polimorfismo posea un gignificado ﬁumﬁ&w@ shal
para la funcidn @g las moléculas de clase I en la "restriccidn”
de las dntersccicnes celulaves en la respoests inmune, por lo
gue se egtd dedicando un  esfuerzo wonsiderable & la
determinacidn de la extensidn del polimoxfismo v & su
localizacidn intramplecular. La mavor parte e este polimoriismo
slélico se concentra en los dominics ol v 81, gue se hallan
situados en posicidn distal  con respecho a la membrans
plasmdtica, aungue puede delsctarse tanbién, en menor grado, en

=
4

otras partes de la molécula,

3]

~J



1.4, Polimorfismo DR,

La cadena o del locus DR es virtuslmente invariable,
por lo  gue resulta aparente gque el polimoriismn alélico
funcional exhibide por los antigenos DR estd enteramente
asomiede con la subunidad 3. Es necesaric hacer constar, al
hablar de los antigenos de histocompatibilidad, que el términe
alelo viene determinadc  por la  sscuencia del  gen
ﬁa,xasp@nmaem e, mientras gue la especificidad se define con la

e =

syoda de alcantiszusros obtenidos, princisslmente, de mijeres

£

maltiparas. De esta forma, se ban identificaio, hasta el mowento
nresente, 18 especificidades DR o Yalelos sercldglcos” {ver
tabla 1%, todos ellos definidos por la cadena f1, ¢ue =86 halla
codificads en el gen Bl de la subregidn DR. Las especificidades
HL2-DR pueden ser subdivididas en base a sus especificidades
HLA~3e, cque derivan del tipaje MLR, 2si, por ejemlo, DB4

incorpora Dwéd, Dwll, 13, Dwi4 v Dwld [y algunos subtipos

minoritarios).

Las especificidades supertipicas DRwSZ vy DRwE3 se
agocian & las cadenas B3 v B4 respectivemente, oodificadas en
Lol separados (B3 y B4y {28) encontrados en los haplotipos DRI,
vy ws, v en log haplotipos DR4, 7 y 9, respoctivaments, por lo
cus estos  haplotipos expresan dos antigenos DR. Un nuevo alelo
de clase IT dencminado DRBS, cuya situacidn on el mapa génico es

similar a la del gen DRB3, codifice para 4 radenas DRE [{cadenas

[
[o#]



a2y asociadas a las especificidades DRZ; dog asoccladas & Dhwl:,
v otras dos a BRwiﬁ, Sin  ambargo, las secuencias DREBS parecen
sstar estrechamente relacionzdas a las secusncias DEBL, lo que
sugiere que la duplicacidn de DRBL puede ser un  hecho

relativamente reciente ({29, 30).

Lz subregidn DR es Gnica entre las de clase II en que
el mimero v la situscidn relativa de los genes de las cadenas B

difieren de haplotipo en haplotipo (29). fsgi, por sjaplo, o

1]

swiaten evidencias de la ewistencia de cadsnas DRE secundsrias
gque acompaiien & las cadenas DRAL de los haplotipos DRL, DREw8 v

i

DRwil {31-33), por el contraric, ge han identificade 2-3 genes
OFB para los haplotipos DRS, 3 para DRI v TRwb {todos ellos
asooisdos & la especificidad DRWSZ), v 4 pars DRE v DRY

lasociados 2 la especificidad DRWE3ZY (31, 3¢, 35V, EL haplotipo

DRZ, a pesar de hallarse asociado a DRWS3, comparte sl patrdn de
los haplotipos asociades a DRwSZ (31, rwientras gue la, en

i

(]

7,

clerto mode  inesperads, expresidn de tan sdlo un gen DRE en los

£
i

haplotipos DRwE podria ser reconcillada con st asociacidn a
CEwS2, si el producto ewpresado, DRwWS, compartiers un epliopo

comin con esta sspecificidad supertipies (313,

A7~ Polimorfisme DO.

Las especificidades seroldgicas DU se hallan en

o

deseguilibrio de ligamiento con  los diferentes Uipos de

[
i)

B3
ptv



igenos DR. AL contrario gue los antigencs DR, ambag cadenas

i

oo oson polimdrficas. En este sentide, existen 24 szituaciones
polimdrficas en el primer dominic de la cadena DQu,
comprendiendo la regidn de mdxima diversidad los residuos 47-53.
Desde el punto de vistas de su bomologia, lis diferentes cadenss

DOo parecen agruparse en dos tipos principales (aungue dentro de

cada une de esos grupos tengan lugar variacicnes menores), uno

= ellos se encuentre ligado a2 log haplobtdpos DRI, 2 v w6,

jol

mientras gque el otre lo estd a2 DRI, 4, 7, v 9. Los haplotipos

RS v DRwE pueden asociarse a cadenas DO pertenscisntes a ambos

grupos. EL polimerfisme de los genes DOAL es  notablemente menos

gytenso gue el de los genes DRBL v algo menor oue &l de los

A

‘:ﬁmﬂ@«s m; L {;32} -

En el casc de la cadena DQR, sexisten 31 posiciones
polimérficas dentre del primer domindo, aunjue, sin embarge, el
nivel de variazcidn encontrads en esas posiciones es ligeraments
mavor que el correspondiente pava DRo (hay un 50% méds de
roglclones en las gque pueden tener lugar 3 o mds residucs
alternativos); existen 3 regiones de diversidad cue comprenden
log residuvos 2637, 52-57, vy 70-74. AL igual que para DRBL, el
intercambic de estas regicnes de diversidad entrs digtintos
glelos mediante mecanismos de recombinacidn miltiple o de
conversidn génica, es evidente. A partir e las relaciones de
nomologia entre los aminodcidos componentes e las cadenss UG,

&stas se pueden clasificar en 5 grupos principales: {(a) Dowld

(€3]
[



ligada & DRY, DRwié y & algunos haplotipos DRw6; (b} DQwiB
ligada a DRwi5S; (¢} DQw2p ligada a DR3 y DR7; (4) DOWwiB: v (e}
DOwAR ligada a DR4 vy DRw8. ElL tipaje seroldgico I{) estd
relacionade con el polimorfismo de la calens DOB v no con la

DO, con la excepcidn de la especificidad DUwi.

Fn las moléculas DO, se puede gensrar una diversidad
adicional mediante asociacidn en "trans® de cadenass DO v B

pertenecientes a haplotipos diferentes, en cilulas heterocigotas

2n

para la regidn HLA-D [33). También parsce sar gue la cadena DOR
waede formar una molécula hibrida con DRy, sungue el producto a
la inversa, DRE/TCe, no se ha detegtade (38). Por fanto, =l
polimorfisme de los productos de la regidn D0 pusde ser

significativamente mayor que el detectads mediante sstudios

gercldgicos, v que diferentes combinaciones antre las cedenas o

-

y B sean discriminadas por las células sfectoras del sistema

inmine,

1.4.3.~ Polimorfismo DP.

21 contrarico gue con las especificidades DR v I, los

34}

ntigencs DPwl-5 1o se han definido seroldgicamente, sino gue

[ 2]
&

debido recurrirse a rescciones con linfocitos sensibilizados “in
vitre”  {("primed lymphocvite typing” ¢ PLY). Esta carencia de
aloantisuercs especificos para HLIA-DP puede estar relacionada

con el polimorfisme relativamente limitado exhibido por estos



T

entigencs © con su  también relativamente baje nivel de
expresién., La cadena DPa es, virtualmerte, dnveriable; los
sstudios de secuenciacidén de genes DPAL ind can la existencia de
4 formas diferentes, mientras gue los andlisis bioguimicos
sefialan la presencia de 2 formas, una de lar cuales se asocia &

los antigenos DPw2, w3, wié v w6, mientrar gue la otra lo estéd

con DPwl, w5 v DP"blanco” (37).

Ia cadens DPR es mds polimdrfice que la DPo, per

G

-

ignificativemente menos que las DRB o DOF; el andligis de la

e
L6

secuencias correspondientes a DPBL indica la existencia de 14

nosiciones polimdrficas en el dominio 81 {corparadas con 37 en
posiciones polimdrficas en el dominic 81 {oorparadas 37 e

DRS v 292 ex DOB).

Bl polimorfismo de los subtipos de  antigencs de class
ITI expresados en la especie humana es, por tanto, bastante
diferente: 1. extenso gradc de polimorfismo zn la cadena DRE con

la cadena DRo conservada: 2. aparente consecvacidn ds la cadena

5 de uno de los subtipos de DR (DRwS3) con limitado polimorfismo
del otre (DRwS2); 3. polimerfismo en avbas cadenas des ls
subregidn DQ; v 4. polimorfismo muy limitade de ambas cadenss
UP. A la wvista des estos resultados, nos podemos hager wariszs
pxegumtéﬁg por ejemplo, gpor qu& se halla congervada la cadena

DRo?,  stienen los diferentes tipos de anticenos de clase IX

widn en el reconocimiento imminoldgico?. Estas v

otras coestiongs, tales come sl &l incremnto en el ndnero de



antigencs de clase IT en el hovbre tiene

funcidn inmone, permensten hasta ahors sin €

- Mecanismos de generacidn de polimerfis

.
B L&

consecluencia

er resuslias

@

polimorfismo de

al exigtencia de

relacionados, bY cada

alelog, v ¢ las diferentes moléculas se

otvas estructuralmente en miltiples

agrupadas en zonas variables v con

general, la vwvariabilidad de coada posicid

unos pocos amincdoidos Qlf?fentesm

ne puede  ser explicada mds gue

éticos para la generscidn del polimorfism

han propussto sl menos tres mecanis

oién del

2y Conversidn génica o mecan

&

Recombinacidn.

La variabilidad de ciertas posici
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Lad
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variazbles en clertas reglenes (38), cuva ger

zlevado nimerc de mautaciones en un segmento U

ne podria explicarse en base a este tipo de o

e conwversidn ¢énica se describid
un mecanisme gengtico gue tiende & wmwantener

familias multigénicas {39}, v gue consiste &

3

reciproca de informacidn genétice de un  ger

t mediante  mecanismos  molecular

$8 wn o -3 -
aceptor

entendideos. Este mecanisme, operando en e
come Los genes de clase I v clase IT del sist
vez gus mantiens la homogeneidad, generar pol

Los mecanismes de recombinacidn
responsables del hecho de que en diferente:
distinte ndmerc de gsnes, aungue  otros
duplicaciones v deleciones podrian dar cuen
Fendmencs.

Por tanto, opodemos conclulrn gue
polimerfismo en los antigencs del MHC es
attuacidn de diverscs mecanismes gendticos,

fuertes restriccicnes funcionales, estruct

BT
80T

no comprendidas totalmente.

aracidn

sducido de A, que
2CANLEMS.
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1.6.— Funcidn del Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

Un hecho ds capital Importancia en la actividad
funcional de los linfocitos vy en su participacidn en la
ragpuests immune es el reconocimiente del antigeno ds manera
cspecifica. Aungue en determinadas condiciones un antigeno

likbre, en solucidn, puede estimular a los linfooitos capaces de
reconocerlo especificamente, la regla méds ¢eneral para la maver

varte de los antigenos es que éstos deben ser presentados al

especifico por otra célula (céiula accesoria des la

gue actia en esste case cons presentadora de

3

antigenc), de tal manera gue sl linfoolito gue va a responder no
vea el antigenc alslado, sinc en el contextec de otra estrustura
presente en la menmbrana de la ¢éluls presentadora v cocdificada
por genes pertenscientes al MHC (41). La astruchurs ¢ue debe
ssr reconocida Junto conm el immundgenc es generalwente un
antigehe de clase T en el caso ds la generacidn de linfooitos T
citotdéxicos v oun antigsno de clase 11 en 2l caso de tualguler
obtra modalidad de respussta inmme. Naturslimente, ésto exlge pox
parte de la célula gue hava de actusr come presentadora de
antigeno, la propiedad de expresar en su supsrficle antigenos de

Dletocommatibilidad de la clase adecuada. Cublcs cuanbtitative

@

7]

o cualitativos en la expresidn de estos antigencs pueden
modificar congsiguientemente la capacidad de presantacidn de

entigeno {inmumdgenc) v por tante regular la calidad o la

intensidad de 12 respuesta lomome (42}, Asimisme, la capacidad

{48
e



£

e los antigenos HLA de un individuo de  conl

hinar adecusdamente

I

<

ias sustancias extrafias, deberminan su capacidad de responder
frente & las miswas. Chviamente, este fendmeno (gue depende del
fenotipe HLA de cada individuo) es el responsable de la

diversidad de respuestas inmunes entre individuos.

En paralelo con los avances obtenddeos en la

o

k53 !

conprensidn de  las moléculas presentadoras de antigeno de clas

B

o
-

b

I v clase IT del MHC, la naturaleza del antigence preseniadco cada

vez se  viglumbra de forma mds clare. Resulia shora evidente gue

1o gue ss presentade a las células T en el contexto dz MEC 25 un
pequefio, v usualmente linearizade, <fragrento peptidice de la

woléoulas antigénica (43, 447, gue sg une & colertos residuos

gspecificos pars péptidos en el intericr de unz especie de

hendidura gque forma la estruchura de la molécula del MEC para la

unidn v presentacidn del péptido antigénico, y, de esta forma,

o

g8 e

3

cnocido por el linfocito T.

La entrada de wun  antigenc Iordpnes provocs una

alteracidn en el sistema iomone v produce una seris de

P

inkteracciones celulares. Las células presertadoras de antigeno

3

entre lag que se encuentran los maccdfagos, interviensn en los
estadios iniciales de este procegse, dads su capscidsd para
captar v procesar el antigeno. La etapa de yrocesamisnto da como
resuliade la destruccidn de la estruchyra tersiasria de la

molécula antigénica, dejando peguefic

48}

véptidos que pasden



retener su estructura secundaria en hélice o, o simplemsnte
Formar estruchiras al azar [(“random coils”: (45). Hay wada vez

mds evidencias de gue las células T resconocen porcionss

i

anfipiticdas ¢  |hidrofébicas de la molémla del antigeno,
insolubilizadas en la superficie de la moléculas del MIC a

través de  las  ya  Uiplcas interacoiones Ccargas-carga 8

que gobiernan los sistemas de interaccidn de
proteinas  (46-48). En relacidn a los mecanismos moleculares

en la asociacidn entrs ant.genos extrafios v

moléoulas de  histocompatibilidad, se ha demostrado que éstos se
unen a antigenos distintos; las moléculas de clase IT se unen a
antigenos gue han sido endocitados desde el extericor, en fanto

las moléculas de clase T se unirian con moliéculas enddgenas, es

frt
{E}%
g,r;
or
e

decir, del intericor de la célula {(4%). in adjenplo de mol
enddgenas  lo constituyen las proteinas ocodificadas por los
gencmas de  los virus cue infectan eélulas. El hecho de gue las
moléculas de histoconpatibilidad se unan 2 antigenos de distinta

procedencia implica, & su vez, que log mecanismos de

f'c;*i

rocesamiento de los antigenos han de ser dilerentes para poder

gr reconocidos por las doz diversas closes de antigenos de

m

istocompatibilidad,

Tedos sstos hechos sugieren gue ten  sélo una peguelia
regidn de la molécula HLA se halla directemente implicada en iz
interaccidn con el antigeno, el receptor de la célula T o con

ambos. La restriccidn vy funcidn de la molécula HLA tueds

37



entonces venlir determinada por peguefas sstructuras  con una
cizrts conformacidn, codificadas por las regiones de diversidad,

o a

exlgtencia de lo

ot
»
e}

v oo nescesariamente v tan edle por

=

ko3

diferentes alelos.

(At
[9:4]



2. DESARROLIO DE LA TECNOLOGIA DE PRODUCCION DE ANTICUERROS

MONOCIONRLES.

La tecnologia de hibridomas es la culminacidn de un

gran  namero  de  avances  en  Areas ¢

Ak
b
3
<3
&
i
o3
2
E/ﬁ
(&8
R
[
]
3

necesariamente xeiacionadas& Mientras cue las téocnlcas de
cultive celular, en primer Iugar, v mds adelante las de fusidn
celular v genética de células somdticas se inan desarrollando v
consclidande, tenian lugar inportantes progresos en &l campoe de
la inmunologia, especificamente en el drea e la produccidn de
anticuerpes por log linforitos B. Durante este pericdo, Pother v
Bovoe (50 describieron el pase de tumores de mieloma en
ratones, vy alguncs afies mds tavde, algumes de esos tumores
fusron esteblecidos sn  cultive celular v mutagenizados,
resultande en lineas celulares deficientss en aloln enzima.
Cotton v Milstein (51} demostraron que le fusidn de dos lineas
de mieloma de ratdn profductoras de anticierpos, resultabs en
hibridos gques expreseban  los productos  de amias  liness

parentales. En ese mismo afie, Schwaber vy chen (52) mostrarcn

cue la fusidn de linfooitos humanos con células de mieloma
marinas daba come resultado hibridos secretores de Igs derivadas

tanto del mieloma como de los linfocitos. De esta forme, el
camine se preparaba pare la va clésica cbsorvacidn de Xohlser v

Milstein (33}, en la que demosbraban gue la Tusidn de células de

bazo de un ratdn previamsnte inmnizado frente a un deternwinado

£ad
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antigenc, con células de mieloma murine, resultaba en la
chtencidn de células hibridas inmortalirzadas gue seoretaban
anticuerpos cuva especificidad venia determinada por el antigeno
erpleado en la immunizacidn previa. Durante los aflos slguientess,

se afadieron numerosos refinamientos & esta téonica bédsica. Bin
ambargo, ne fue sino hasta 1980 cuando Qleson vy Kaplan (34), v

Croce v cols. (53}, de forma independients v por méiodos may

diferentes, obtuvieron hibridomas humanos

La tecnologia de hibridomas ha teride v sigue teniendc
un clare impacto en ruchas facetas de las cizncias bdsicas v en
1la m@@i@iﬁa clinica., No obstants, paralelamente al gran ndmero
ds ventzijas v beneficios de esta tecnologia, permanscen aln por
resolverse clertas dificultades v problevas téconicos gue acarTes
la produccidn de anticuerpos monoclonales, especialmente los de

origen humanc.

2.1, Los anticuerpos monoclonales murinos en el estudio del

polimorfisme del sistems HLA,

Ios anticuerpos menoclonales muriaog han contrilbuido

'

sionificativamente al estudio del MHC humeno, especialments en

it

[y

su andlisis biloguimico (para una revisidn ver 58). No chstants

‘”2;

de la produccidn de los primeros anticuerpos monoclonsles de

ratén frente al sistema HLA {87}, se ha planceado la posibilidad



de emplear anticuerpos monoclonales polimdriicos para el estudio

del sistema HLA v como resctivos de Tipaje. No obstante, vy 2

pesar de que la mayoria de los problemas técnicos inherentes al

anplec de anticuerpos monoclonsles para los sstudios HLA a nivel

seroldgico, estdn  précticamente resueltoes {58}, ses puste

concluir que los anticuerpos monoclionales pueden contribuir

L

significativa, pero ne exclusivamente, al Tipsie BHLA (5%). EL
principal problema lo constituye el hechc de gue no hay
anticuerpos nonoclonales murines disponibles gque  reconozcan
todas las especificidades del sistema HLA; en este sentido, v
segiin una reciente estimacién {59), alrededor de un tercic de

las especificidades HLA pueden ser definidas actualmente con la

ayuda de anticuerpos monoclonales.

]

Independientenents de lo expuesto antes,
desafortunadamente, la mavoria de los anticuerpos monoclionsles

nti-HLA  producidos, predominantemente de origen muring,
reavcionan frente & epltopos monomdrficoz., Los anticuerpos
monoclonales que reconocen las especificidades A2+A28 son los
més frecuentemente producideos de entre los wonoclonales frente a
antigenocs de clase 1 (59). Esto se debe, probablemente, al hecho
de gue muchas fusicnes se ha llevade a cano tras inmunizecidn
con  cé&lulas portaderas de la especificidad A2 [que &= el
antigeno de clase I gue se presenta con mis alte frecuencial:

también suglers gque AZ puede ser un buen inmindgeno tanto para

ratones cono para humanos. En este sentideo, los anticusrpos
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antil-HLA~BZ+R28 se producen mds freo

3

i

anticuerpos monoclonales restringides para

4

descrito todavia anticuerpos monoclonales e
& B28. Por otra parte, la variante Awse ds 1z
2728 sz describid graclas a anticuerpos mon

(6GYy, mientras gue otros monoclonales pueden

o

iz especificidad A2 (8O,

ohservaciones dilustran el hecho de  ocun

A

monoclonales son una herramienta moy Importan

-

del polimorfismc HIA.

&

<

s interesante resalltar gue

xf

monocionales polimdrficos producidos hasta e

pavecen distriluirse al azar de acuexdo <on

{589 ; las egpecificidades HLA-DD son frecue

wor distintos anticuerpos monoclonales, misr

una minoria de especificidades B, v ninguna
reconocidas por elles. Se sabe que los alo
HLA-Cw son  rares, posiblemente a Gausa de
v/o una baja inmunogenicidad  de las

explicacidn similar puede plantearse para la

anticuerpos monoclonales anti-DP.

42

entemente gue los
A2, ¥ no se han

clugivamente frante

reconocer oiertos

los anticuerpos

momento actual, ne

Las series alélicas

Temente reconooidas

Tras gue tan sélo
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2.2.~ Interés de la produccidn de anticusrpos monoclonales

nurenos anti~HLA,

Ios anticuerpos monoclonales rnurinos anti-HLA son
pofleroseos reactivos para el andlisis estructural de los
antigenos codificados por los diferentes loci del sistems HIA,

-

pere no resultan demasiado Gtiles a la hora de analizar el
polimorfisme HLA. De hecho, es posible la generscidn de
anticusropos moncclonales mirines que definan nuevas

especificidades inoculande ratomes con células completas

numanas, perc la probabilidsd de cobener los antlcusrpos con la

bt

egpecificidad deseada no es muy alta debidce a gue la mayoria de

o5 anticusrpos se hallen dirigidos frente a deterudnantes

-

¥

sstructurales (monomdrficos), comnes & todas o a ung serie de
moléoulas HLA. Pars evitar este probleme deben considsrarse
nuevas  aproximacionss al  problema consistentes en la

inmandzacidn de ratones tanto con células transfectantes murinas

(a5

que expresen un solo producto humano de !

;)M

regidn HLA (82}, ©

con antigenos HLA purificados.

Lz sitvacidn es del todo diferente en el casc de los
snticuerpos monoclonales humanos anti~HLE, puesto que estdn
dirigidos siempre frente a determinantes polimdrficos v pusden
ser capaces, incluso, de detectar alodsterminantes HLA gue no
hevan sido identificados por antisuerocs policlonslss 1d por

anticusrpos monoclonales murinos anti-HLE., Por esta razdn, es
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altamente probable gue los anticuerpos monceclonales humanos
hacan posible, en un future no muoy lejanec, ol tipaje sercldgico

asi vomo los estudios funcionales de los antigenos HLA,

Otre significado de la produccidn de ant
monoclonales humanos  anti-HLA, es la posibilided de identificar
anticuerpos dirigidos frente & moléculas HIE de clase I
hibridas, Estas moléculas hibridas se fognan por el fendmeno
conocide con la denominacidn de corplementacidn génica, ssto es,

=

o la asociacidn en “trans® de cedenss a v § del locus DO

4

b

codificadas en diferentes haplotipos (33}, Es posible gue tal

&?3

mracidn de hibridos suceds no sdlc por asociacidn en “trans®
sing también en Y¢ls”, incluso entre diferentes productos de las
subregiones de ¢lase II haijo clertas condiciones en laz que

tenga lugar un control anormal de su expresidn génica.

2.3, Dificoltades v problemas téonicos gue conlleva la

croduccidn de anticusroos monoclonales humanos.

Por razones précticas, la fuente de lLinfocitos més
copanmente  disponible  para la profduceidn de  anticusrpos
monoclonales humanos  es  la  de sangrs  periférice, que
probablements es, ademds, laz menos adecusds. Clertos sstudios
indican gue las células de tejidos linfoides sélidos son melor
Fuente que las procedentes de sangre periférica

T g T
¥ Lea  La
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produccidn de anticuerpos monoclonales humanos, va  gue 1os
linfocitos B estin pobremente representados on esta Gltima si se
compara tanto con el bazo o los nddulos linfétices, y, ademis,

muy pocas células B productoras de anticusrpos especificos se

hallan representadas en sangre periférica, inclusc & pesar de

{4

gue el suerc contenga un titulo alc de esos mismos

SNTLOUBINOSE.,

Ewisten bdsicamente dos métodos pars producir
snticuerpos monoclonalies humanos: (AY fusidn celular v (B
transformacidn viral. La fusidn celular puede dividirse en dos
subcategorias: {8} hibridos ratdn-humane v /b hibridos humano-
humano. Los hibridos enteramente bhumanos puaden ser producidos

fusionandeo linfoocitos B immomizados, con via  linea de misloma

lineas de células B linfcblastoides humenss [(EBV-positivas). EL
sogundo método para producir anticuerpos mononclonales hurancs eg

mediante transformacidén wviral in vitro oon 5V40 o EBY de

linfocitos sensibilizados

-t}

£
@
4}»4‘
e
od
0
o

1 obrencidn

&
§
£

D)

celulares permanentes productoras de anticuerpos moncclonales.

El principal problema encontrads en la fusidn de
miclomas de ratdn con linfocitos humanos simsibilizadog, =28 1a
inestabilidad de estos hibridos. Durante afios, se ha vend
observando gue en log hibridos humano-ratdn los cromosomas

humancs se elimdnan prefervencialmente, por 1o que se reguisre un
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subclonaje exhaustivo para llegar a obtener hibridos estables

vroductores de anticuerpos. Por otra parte, la principal

- -

1imitacidn a 1z hora de fusionar linesas de misloma huavanasg oon
infocitos sensibilizados, puede resumirse sn una frase: existe

v -

una carencla severa de lineas de mielore biameno afecusdas. En
aste sentido, se estd dedicande un considerable ssfuerzo al

desarrollo de lineas de mieloma humano gue puedan ser ubili

8
e
5
w

cone parsjas tumorales en las  fusiones encaminadas a la
produccldén de anticuerpos monoclonales humsnos, Para tratar de
owiar estos inconvenientes, algunos grupos de investivacidn han

fusionado lineas de mieloma humanas v muriras en un intento de

seleccionar melores compafiercs de fusidn

it
s
e
7}
e
@

@
i
(o]
o
hoi
E.ﬂﬂ
)]

produccsidn de anticuerpos wonoclonales humanes  (63-6%). Estos
neteromtelomas presentan mejores propledales & 1z hors de

fuslonar, Junto con mejores tasas de crecimisnto gue las lineas

2

originales, v algunos de ellos poseen la vertaia adiclonsl de no

ser gecretores de Igs.

Algunos  investigadores en &l  terrene de los

mridomas, no obstante, creen gue se ha prestado demasiada

atencidn e la Dlsgueda de lineas celulares Tumorales humanas

iy
o
Q

cadas  (B6), v proponen una via difersnte gue consiste en
alglar linfocitos Inmunizados & partir de un donante o
sensibilizados in vitro, con el propésiic de sternizar las

células productoras de anticusrpos mediante infeccidn con BEV.

Aungue, en teoria, parece una Duena  idea, existen algunas

4%



limitaciones, entre las gue se incluyen lay las oélulas

inmortalizadas producen bajas  cantidados  de antd

conparadas con las hibridas, (b) las célules pilerden, & menudo,

la capacidad de produgir anticuerpos; (o) el antisuerpo

secretade es, frecuentemente, ~de clase Igi; v {4y las BCLs

@
&
L
i

sultantes presentan wuna sficiencia de clonsde hastant

Para tratar de solventar 1os prob emas axpuestos con
anterioridad, s recurre a la combinacidn de las téonicas de
transformacidn v fusidn para producir hibridomas secretores de
anticuerpos monoclonales humanos (67-69), que parece solucionar
log problemas inherentes a cada uno de 1ng dos métodos por

£ ey

separado. Asl pues, transformando con B los linfooitos 2

[t

Frecuencia de formacidn &

Q}

umanos antes de la fusidn, la

o

células hibridas sumenta dristicamente, pussto gue las células

oL

ey

en divisidn activa fusionan con una frecuenc a mds elevads,

Lo que cuando ge emplean cdlulas estimuladas con EBV en lugar de

s

linfocitos alslados de sangre periférica (PuLs), la frecuencia
de formacidn de células hibridas se incromenta de 5 a 10 wveses

58, &9). Por otra parte, uns poblacidn de colulas de estirpe B

en active proliferacidn también permite que puedan seleccionarse
ias especificidades més relevantes antes de tener lugar la
fusidn, si  las células productoras del anticuerpe de la

eapecificidad deseada estén pobraments representadas.

[ty
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IL- OBJETIVOS,



Para poder determinar el mecanismoe de funcionamiento
del sistems HLA humano, e85 preciso estudiar su caracteristics
néds primordial, esto es su elevade grado de polimorfisme, tanto
a nivel gendtico come biocguimico. Una etepes fundamental en la
congecucidn de este objetive consiste e¢n la oblencidn de
reactivos que, de esta forma, pos permiten diseccionar de una
forma wés precisa la éom@leﬁa red de epiloros gue COTDONen una

determinads molécula  de este gistems, v, de igual modo,

g

-

astableter relaciones entre ellas, para tralar de esclarecer los

mecanlsnes gue originaron la diversificacids de estas moléoilas.

Con  la finslidad de abordsr &l sandilisis del
polimorfismo & nivel bioguimico del sisteme HLA, se plantearon

Los siguientes objetivos:

{1y Optimizacidn de la técnice de produccidn de
anticuerpos monoclonales humanos dirigides contra antigenos

pertencecientes al sistems HLA, adaptdndolz i nuestros obxietivos

de trabajo y & las condiciones de nuestro lanoratorio.

(Z2) Obtencidn de anticuerpos moncslonales humanos gue
reconozcan epitopos polimbrficos de antigenos HLA, vy gue
permitan no séle la tipificacidén celular dentro de la especie
humana, sinoe el hallazgo de nueves peolimcrfismos, siampre a
nivel bloguimico, de dicho sistema, gue eserpefian  un papel

Fondamental dentro dal funclionsmiento del sigstems inmmune.
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5. MATERIAL,

Parae la oblencidn de los Tres anticuerpos monocionales
humanos utilizados en este estudio, se escogld a una paciente an
lista de espera para trasplante repal, ouz habia ézw-wzaﬁw un
grado de hiperinminizacidn después de 4 transfusiones de sangre,
wuesto que al cabo ds ese pericde de tiempo su suero wmostraba
una intensa actividad citotdxica (mds del 90%) frente & un pansl
de células que oubrian la meyoria de las especificidades HLA

conocidas. EL suerc de esta paciente no mositre, en ningln caso,

autorreactividad.

Por otra parte, se emplearon liness celulares B (B0Ls)
inmortalizedas wediante transformacidn con el virus de Epstein-

Barr {EBVY procedentes del panel de lineas celulares del X

5

Tailer Internacional de Histocompatibilidad, gque fueron cedidas
generosamente por el Dr. R, J. Winchester del Hospital for Joint
Diseases de Nueva York, asi como BCLs procsdantes de un pansl de
células local v de los diferentes mieqbros de distintas
Ffamilias, gue s2 construveron ewpresamente ﬁaf&. la resiizacidn
de este trabajo., Las lineas B KNE v DRL fueron amsblemente
cedidas por el Dr. J. A. Lopez de Castyo de la Fundacidn Jimédnez
Diaz de Eaéxiﬁa Ia linea celular smpleada en las fusiones fue 2l

heteromleloms SHM~D33, que se describird con mis detalle en el

apartade 2.4.4.

&3]
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A

ics anticuerpos monoclonales muorinos We/ 32, 1243,
B7/21, GEP8B8.2, IVDLiZ, PLMZ v IIB3 fusron cedidos por el

ol

Dr. B, J. Winchester, mientras que el antisuerpo monoclonal ds

ch
(]

g

hiard
=
]

zatdn 5GL57 fue un regalo de la Dra. 8. CGovert, perteneci

-

tanbién, al lzboratoric de Imunogendtica del Hosplital for Joint

Dizeases de Nusva York., EL anticuerpo monoclonal murino BB7.Z

-

fue cedidc por el Dr. 8. Marsh del Isboratoric de Tipaie de

Teiidos del Imperial Cancer Research Fundation de Londres.
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2.~ TECNICAS GENERALES DE CULTIVO DE CELULAS.

72.4.- Alslamiento de linfocitos de sangre periférica (PBlLs).

Lz muestra de sangre se extraz por wvenipunturs
mormalmente se exbtrajeron entre 10-20 ml) v s& recogs
Tirectamente en tubos estériles con antiosegulante [(hepsrina-
litioy, o bien en un matraz erlenmeyer gue contenga bolltas de
vidrio para desfibrinar {gl procesc de desfibrinacidn consiste
en agitar enérgicamente el erlenmeyer durante aproximadaments 10

-

min 2 temperatura amblents).

rinacidn se eplean

i+
2

desfi

Pt
]

La hepavinizacidn o

4]

Lternativamente, segin la fipalidad con la que ss hava hecho la

ﬁ)

chraccidn; la heparinizacién es preferible si  todo &l proceso

postericr ha de realizarse en condicionss estériles, siende

e

ademéds mayor la obtencidn de células. La dexfibrinacidn es meior

‘.

gl sz desea reducir al méximo la contsnminacidn plagustaria

{como por elenplo en las Tdonicas de tipaje HLAY.

La sangre, una vez heparinizada o desfilbrinada, se

- P

mezcla  con  tampdn fosfato saline (PESY  (BioMérieuw' e

B

proporcidn 1:1. La mezcla se deposite ouldadosamente schre

e

ficoli-plenigraf  (Pharmacils, Juste) (d=1.077) v s& centrifugas

(D

durante 20 min & 800 g v & 18T (70, Desougs de 1

!
©
ax
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centrifugacién, se eoxtraz la fase de células monomscleares
PEMCY v se lava 3 veces mediante centrifugacicnes durante 10
min a 700 ¢ v resuspensiones sucesivas en PBES del botdn

Las, una vez lavadas, se cuintan en una Cémara

Z.2.~ Cricpressrvecidn de células.

12 congelacién de células v su conservacidn indsfinida
en nitrdgene liguide son dos técnicas fundamentales, porgue

permiten el almacenaie de seguridad de las mismas. Existen
h uj

murerosas descripolones de téonicas empleadar en la congslacidn-
descongelacidn;  agui describiremos 1a emp eada en el presente

sstudic. Las células & congelar se resusperden en EPMI-FCSHBMS
(ver apartade Z.4.1) & una concentracidn gue oscila enirs Be
B0xi0e células/ml {(lo ideal son alrededor de 10x10® células/ml},

v se distribuyen en alicuctas de 1 ml en criotubos de 2.8 ml

beafio de nielo,

Scobre esta suspensidn celular se afaden, gota a gota,

o M o T gt . r i T A
0.5 ml de una solucidn de DMSD (Merck) al H0% en RPMI-FCEAEME,

a

previamente enfriada a 4°C. Tras sello, se cierran los armiobubo

-

v se agitan suevemente para mezclar el cortenide, situindose,

inmediatamente, en un congelador a —70°C derirs de una oala de

corcho blance cuyas pavedes posean 1 om de espesor, que se deda

o



E

a esa temperatura durante toda la noche. Al dia siguiente, los
sriotubos se pueden almacenar en el contensder de niitrdgano

Erd

Tiguidoe.

La dilucidn del DMSO en el medic d:

[
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la adicidn e esta misms sclucidn sobrs
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o ; e 5 3 - Fo s : T4 s A Al
gfactuarse a 4°C, debido a e s& produce ung liberacidn de

¢
A

calor dmportante. & fupcidn del DMSC er la cricpreservacidn

T 3 e - Yo P ond ey 3 Tl ol ;
celular congiste en evitar la formacidn de gristales de hielo en

% 3 LA 4 = T S P I "
La descongelacidén d&e los  ftubos s rmealizs por

inmersidn en bafic a 37°C agitando con suavidad. A conbinuacidn,

:

ge pasa el contenido de cada criotubo a un tubho ofnico de 30 ol

{Muncy, ¥ se afiaden, gota a gota a cada tube, 2.5 ml de

@
;A»:;
gé
O
o,
W

>

avade (RPMI 1640, Blochrom, tamponado con C.2 g/l de TOsHNa v
suplerentado con un 10% de BMS, EBilochrom) culentado previaments

os 2.5 min rastantes (el

bt

en hafio & 370, en 2.5 win. En

-

miny, se continda afdadiendo medio de

1
3
O
o
0
O
i
0
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e
+
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lavado hasta un volumen final de aprox madamente 15-30 mi,
sequido de tres lavados por centrifugacidn-rosuspensicn en RPMI-
BMS,

En  este rnomento, es convenlente determinar el
porcentaie de oélulas vivas; pars slle, se incuba la suspensién

celular durante 1 h a 37°C, v se tifie con una sclucidn de azul

b



tripin al 0.4% en PBS, diluida a 1/2 con la suspension. Contando

=1 niwero de células tefiidas con el azul tripdn podremos

determinar el porcentade de células muertas. La viabilidad
lular desmués de la descongelacidn es, en general, supericr al

0%, lo gue inpdire una buena recuperacidn celular.

2.3%3.~ Obtencidn de lineas celulares

tod

EL EBV =5 un herpesvirus gue se aisld por vez primers

gn 1964 de urna linea celular en cultivo derivada de una bicpsia

3

de un linfoma de Burkitt africanco (71). siende sl agente

stioldgico de la moncnucleosis infeccicsa. La infeccidn in vitro

N

de los linfoclites B conduce a we situscidn permanente de
crecimiente celular, fenfrmene denominade immortalizscidn o
transformacidn. Esta inmortalizacidn DIRsServa las

caracteristicas de la c<élula B coriginal, incluyende los

o
o

o

receptores para el BBV, complemento, Tgs de superficie e

¢7
A

secretadas. Acuellas c¢élulas que portan DNZ del EBV v crecen in

,w;

vitro se depominan lineas celulares linforlastoides [ILLs), o

Liness celulares B (BCLsY.,

EL EBV recomendadc en trabaijos con hibridomas v en

0.
ot
o
]
{¥
e
[oT
]

todos los procesos de de ILLs en general, a3 el
derivade de la linea celular de marmossta B95-8, por ser

defective {72), esto es, s capaz de induciy la transformacidn

&
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de linfocitos B humanos sin inducir la sintesis de las probteina
virales tempranas: como consecuencia, la repiicacidn wiral estd

klogueada {73).

Ta linea celular BS5-8 crece medinr en medicos ricos,
por 1o que se cultiva en medic HT, compuesto de DMEM (Bicochrom)
tamponado  con hepes  (Biochrom) 20 oM, v suplementado con 10%
YT 13% (Flow), 10% FCS {Biochrom), 10% BM3, Ieglutamins 4 oM

(Slgma), gentamicina (Blochrom) 30 po/ml, hipoxantina 100 oM

ey 3

Blgma), v timidina 15 oM (Sigma)l, & una densidad celul

H

'

0.3-0,.5x10% ¢/ml, carbiando el medio c2da 2-3 diam. Pars la

linea celular ss cultive & una concentracidn de 0.15x10=
cglulas/ml {por siemplo, s resuspenden un tobal de 7.5xiDs
cElules en S0 ml de HIDY, v se deijan crecer durante 7 dias zin
camblar el medio. Pasado este Ulempo, se recsge 2l schrenadante
centrifugando & 700 g durante 10 min v g3 filtra a travids de

.43 um {el enpleo de filtros de tamsfico de pors menor provecsa la

retencidn del virus). los scbrenadantes se pueden almacenar a

420 hasta un mdxdwo de 3 meses, asungue tambisdn pueden congelarse

; )

un  sobrenadante, no se debe

&

!

a =70°C., Unz wvez descongelad

recongelar.
Para la transformecidn, los  snbrenadantes suclen

. . e = . . T .y
grplearse & una dllucidn de 1:3 o 1:4 en medioc de culidvo,



dilucidn  Sptima. Es muy importante asegurarse de gue el
sohrenadante rico en virus se encuentre librs de micoplasma o de
cualguier otra infeccidn.

La obtencidn de BCLg se lleva a cabo a partlyr de PBLs
aislados mediante ficoll-plenigraf tal v como se describe en el
apartado 2.1. A contimuacidn, se resuspanden los PBLS & una
densidad de 0.75xi0° cflulas/ml en medio HT suplemsntade con 2

ug/ml de ciclosporina (CSA, Sandoz) y sobren
la dilucidn apropiada, sembrandose en una T

(Costar), a razdn de 1.5x10% gélulas/2 ml/po

Las placas se incuban durante 24 b

de 0= al 3% v condiciones saturantes de

e

sdamte rico en EBV &
laca de 24 pocillics

a 37°C en atmdgfers

nmedad. Pasado este

Ciempo, se aspira la mitad del wmedio aproximadamente de cada
roctllo, cuidando de no arrvastrar la capa de c¢€lulas del fondo,
vy s& reerplaza con 1 oml de HICSA fresco, incubando s
contimuacidn le suspensidn celular durantes 7 dias en
condicicnes a las descritas anteriormmente,

Una vez Uranscurridos leos 7 diasg, s canbia el medio
{HTWCBA) cada 3-4 diss, observando en miczoscopic invertido de

eontraste de fases la foomacidn v

colonias de céiulag B

o
o S 52

1 posta

colonias de uen tamafic (se peden apreciar

forndo del pooiliol, se resuspenden las célul

o
1
.

in
o0

s

¥
. Cuando aparszcan
5 et 7 ey e o
2 BlpLe ViIETA en a8l
15 del pocillo vy se



L

traneficre la witad del wvolumen tobal del mismo & uno nuevo,

afisdiende 1 ml de medic fresce =z cada pocilleo, Cuando B o més
pocillos de la placa de 24 se hallen repletos e colondas

-

sbundantes v de buen tamafio, se transfiere le suspensidn celular

2 un frasco de cultivo de 2Bcm® (Mung) .

Ia ciclosporina se ha de manbener en el medic de
cultive hasta la desaparicidn total ds  los linfocitos peguelios
en la suspensidn celulaw, va gue, de otra fowma, la linea seria

tfi}

wprimida, En detenminadas ocasiones, pueder cbservarse ¢élulas

Eztas células deben ser eliminadas wpara gque no destruvan las
colonias de ICLs en formacidn: para elio, se transliere el
vontenideo del pocillo a unoe nuevo, los monocitos quedardn
afheridos al pocillo entiguo v no pasardn al nueve. Este proceso

se repite todas las veces gue s2a necesarico. De la 8L asi

bterndda deben  congslarse a2l mencs 10 viales para su

feid

Jmacenamiento en nitrdgence liguido.

Z2.4,~ Cultive de lineas celulares,

o Cultive de lineas B linfoblastoides,

Bk

= s

Para la cararcterizacidn de la erpecificidad de los

anticuerpes nmonoclonales  hamanos producidos, 88 anplesron,



i3 7 g 7 o, U b ok & o, g,
ademiés Jde PBRLg, lineas celulares B manternidas en cultive in

{2} Panel local de BULs.

by Panel de BCLs procedentes del ¥ Taller Internacicnal de

Histocompatibilidad.

{c} Panel de BCLs de los diferentes miszmbros de distintas

familias.

-

Betas lineas celulares difieren entre =1 en los

I

antigenos HLA que expresan en su superficle v wvienen a cubrir

casi todas las especificidades HLA conoridas.

Todas estas BCLe se conservan conceladas en nitrdgeno

liguido, v deben descongelarse uncs dias antes de su utilizacidn

pars gue puedan ser utilizadas en perfoctas condiciones de
viabilidad. Tasg lineas se cultivan a una temeratura de 37¢C, en

inoubador con atmdsfera de (02 al 8% y condiciones saturanies de
humedad, empleande como medic de cultive PMI 1640 (Bicchrom)
tamponade con 0.2 g/l de TlsHMNa= (BDHY v suplementado con 2 wM

~glutaming {Silgma), 10% FCS (Bilochrom), 10% BMS (Biochrom) v 50

i

w/ml de gentamicina (Blochrom) (RPMI-FCS+HIMS), a una densidad

-

gue osclla entre 0.25 v 0.3x10%  células/ml, cavbiande el wedic



2.4.2.~ Cultive de heteromielomas v heterohiridomas.

En este apsartado se hard referencia, en primer
2 las condicicnes de cultivo de la linea mielomatosa hibrida
ratdn-~hunena SHM-D33 (74), gue se utiliza para la generacidn de
heterchibridomas manos nroductores de anticuerpos

e

monoclonales. Esta  lines fue cedida genercsamente por la

m
E{
i

Vitalia Dessi de la Cétedrs de Immunologia ¢o  la Universided de

o F

Génova, v procede originalmente del laboratoric de H. §. Raplan.

Con esta lines celuilar se har realizadc todas lasg
fusiones para la cbtencidn de anticuerpeos monoclonales humanos,
Este heteromieloma no secretor de ningln tipo de anticusrpo ©
cadena compenente del mismo, se conserva congelado en nitrdgenc
liguido, descongeldndose, aproximadaments, una semans antes de
ser utilizade pars las fusiones, con 2! obleto de gus se
encuentre en fase de crecimiento exponencial. Estas cdlulas
cuande se& cultivan en frascos presentan  la propledsd de
adherirse ligeramente & la base de pléstico, por 1o gus para ssy
recogidas deben ser despegadas mediante pipetes engrglco de la

superficie de plastico del frasco de cultive.

La linea BSHM-D33 posee la propiedad de ser resistente
G Y =G, por lo que s gapaz d2 ¢ r oen un medio

& &-tioguanina (6-1G) r lo que es o8 recer en e
gue contenga este andlecgo de las purinas. las células normales

moeren al ser culiivadas en este medic, va gue poseen la enzima



dencminada hipoxantina—guanina-fosforribosii~transferasa (HGPRT)

e incorporan 6~TC & su DNA, por lo qus mueren.
033 sarecen de esta enzima, por Lo gua son incapaces de
incorporsr la 6~TC¢ del medio. Por otra parte, las oélulas
humanas presentan una  sensibilidad 1000 wveces mayor que las
mirinas al inhibidor de la bomba Na-X de lz membrana plasmdtica

denomninado ouabaina {0UAY., La linea celuler hibrida SHM-DIZ es

capaz de orecer & concentraciones de OUA letales para 1ss

células de origen humano. Ambas propledades, la ds carvener de la
enzime HEPRT, a5l como la de ser resistente a2 (&, son el

fundamento del método de seleccidn de losg heterchibridomss.

(s

Cuando las células del heterconieloms SHM-D3Z s

manticnen durante mucho tilempo en cultive, pueden aparecer

=1

revertientes HEPRT+, por lo gue es aconseijable mantenerlas er

3

cultivo en presencia de una concentracidn &a 20 ug/ml de 615,

¥

5

e S
ARVIRC S

agl como de OUA 10 UM, para aseguras que las

2

3

supervivientes sean resistentes z ambas drogas. No obstante, al
menos 48 h horas antes de la fusidn es racomendable eliminer

ambas sustancias del medio de cultive

Tanto el heteromieloma BH-D33 COmD los
netaronibridomas derivedos del misme, se colbtivan en idénticas
condiciones de humedad v tomperatura gue las liness descritas en
el apartade anterior, empleando como medic de cultive RPMI 1640

[(Biocchrom! tamponadso con 0.2 ¢/l de COsHNa= BDH) v suplementado

(&3]
[\



4 <

oen 20 mM Ieglutamina  (8igmed, 10% FCS  (Blochrom, 10%

4 g,
£

{Bicchromd v 50 pg/ml de gentamicina (Blochrom) (REMI-FUS+EMS),
& uns densidad gue oscila entre 0,085 v 04108 células/ml, v

ramiiande el medio de cultive cada 2-3 dlas

()}
{ad
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THFOCITARTIOS,

A partir de 20 ml de sangre

. S5& alslaron 10xl0® PBLs, gqus

[N

de

obtencidén de BCLs expuestas en el apart

cultivo, todos  los ¢

s g

crecimiento celular al cabo de 15-20 diss

wrocedid 2 los primeros ensavos de la achtivid

sobhrenadantes de  los cultivos de los

neas B represantatis

gid

v
i,

Para ello, se esc

, empleaba células enteras fiiadas con

{CELTISAY, v oue se halla descrita de

apartade 5.1.

Una vez seleccicnados los pocille

suyos scobrensdantes presenten agtividad ant
deben clonarse lo antes posible, puesto
fremuencia de  transformacidn es relative
cultivos primarios habitualmente estdn conmpus
clon, de los que tal vez uno sélo ssté produc

5%
S

E A

ilios, v siguierd

a8

na

DE LINEAS CELULARES B SECREIORAS DE ANTICUERFOS

821

teonica de BELISA

glutarald

linfocitaria, éstos



=
£
iz

interés. El clonaie se efsctia

todas las células del

]

resuspanden

clonar, se ouentan v, en funcidn del

se diluyen en medio de cultive HT

& 4

proporcidn L:1

-

se resiembran en placas de 96 pocillos de

de 100-50 células por pocillo en un volumen ¢
Cuando se siervhran las liness B a ¢
menos de 50 las en cada pooillio de la

Pars evitar ésto,

condicionado v schre ung Ccapa

layert). Para la prepsracidn del medl
resuspenden 107 células dz una BIL ocual

FOSHBMS, v se cultivan durante 4-5

Una vez transcurride este Utlemps, se pasa
etella de cultiveo & tubosg de fondo obdnion
se centrifugan  durants 10 min a 700

sobrenadante, cue s pasa & través de un

Come células mutridoras se ensays

£’
934

nimero t
{(ver aparts

con wedio condicionado m:med?

e 10

fase de crecimiento exponencial.

dias sin

fe B0 ml

7, retogiéndose

cidn: para ello se
o con el cullivo a
e células obtenddo,

nte de una BCL, ¥
Tondo en "UY 8 razdn

O oul,

iy badas

placa de cultive de

52

en 400 ml ds BPMI-

=t

cambiar el mwedio.
gl contenido de la

Mone) gus

@
et

5

ron PELs alogénicos



previamente irradisdos & una dosis de 3000 rads. ILas células
mutridoras ge siembran a razén de 2x10< células en cada pocilio

de una placa de $6 de fordo en "UY, 24 b antws fe la inoculacidn

{ra

fel heterchibridomas gue se desea clonar, v en wn volumen de 100

ui de medio HT.

izs placas asi sembradas se ircubsan a 370, en
condiciones de humedad saturante vy en atmisfera de 0z a2l 5%
durante 2=3 ssmanas, carbiando el medic cade 3=4 dizs. &AL celbo
de este tlampo, se puede observar cragimients ceslular en algunos
pocillos, por lo gue serd preciso wvolver & ensavay por CELISA

=

los sobrenasdantes corrvespondientes pare seleccionar aguellos gus

presenten un actividad més elevada. Esta stara de clonaje a baja

dilucidn se replte varlas veces con los cultivos de aguellos
pocilios CUYOS schrenadantes posean la actividad

antilinfocitaria mds slevada,

Una vez complstads este eltapa de enviguecimiento, las
BlLs se crecen v expanden en REMI-FCSHEMS a  vollmenss wayores:
primere & pocilles de 1 ml  (placas ds 48 pocillos, Costary, a
continuacidn & pocilios de 2 ml de plavas de 24 pocillos
[Costar), después a frascos peguelos de 25 on® (Costar o Nunc),

v asl sucesivamente, camblando sntonces el medio cada 2-3 dias,

Ty &
&)
]
fo
%
(]
iy
D
oy

alecanza  un nuimero de células suficiente para la
Fusidn (5-10x106 células). BEs importante concslar algunos viales

de estas BCLs, para poder repetir la fusidn gl &s necesarioc,



4.~ GENERACION DE HETEROHIBRIDOMAS.

tag fusiones sg llgvaron & oeno enbrs linsas B

linfoblastoides secretoras de anticuerpes antilinfocitarios

o

nrocedentes de  una paciente hiperinmmizada en lista de espera

trasplante renal, v el heteromieloma  SHM-D33, La

= -

generacidn de las células hibridas se llev3 a cabo mediante la
téonica descrita por A. M. Canmbell (73}, con una  serxie de
peguefias meodificaciones introducidas parse consegulr un mejor

ravdiimients en la obbencién de hibridos.

&

4.%.~ Preparacidn el polietilenglicol.

jo 7]

Pesar 10 g de polietilenglicol 1530 ({PEG) (Merck) en

T

un frasco de vidrio color dmbar v esterilizario en &l auboclave

durante 15 min a 120°C. Se puede dedar solidifilcar v wolverio a

undir calentdndole en bafio a 60°C, Mientras el PEG permansce

-y

liguidn, ze afiaden 12.5 ml de RPMI 1840 sin suero precelentado a

37°C vy 2.5 ml de DMBD, mezclando bien {(congentracidn finsl: PEG
40%, DMSO 10%, en RPMI) . El pH se ajusta, si &3 necesaric, & 7.5

con una  eolucidn de NalH 0.1 N estéril. Bsha solucldn se ouede




4.2, Fusidn celular.

células del

centrifugando, a continuacidn, a 500 g durar
celular se resuspende v se lava 2 veces con

ventrifugacion correspondiente al Gltime lax
g durante 5 min, tras la cual se elimir

v se resuspende &l botdn celul

gl sedimento celular se afladen gota a gote
tlempos gue g indican seguidamente:

1.~ Usandc una pipeta de 2 ml, 2 ml
mreviamente calentada & 379C, durante

2.= Conbinuar len

agitando suave ¥
durante 30 s mds (debe evitarse pipetear ls

Ssto romperia las células). Bl objetive cor

a la solucidn de PEC wientras se

g

mayor contacto celular posible.

3.~ Dedjar reposar la mezcla otros 30 8 v,

P
[<3

w. Py
LS I A ¥

de BREMI sin suero, previ

[4)]
X

Hentes

heteromielons

te 10 min,

cé€lulas se gueden recogidas en el 7

celular durante tod

tamerte

amente calentado a 37=C, durant

SHM-D33

5 1 o FT A %
e Ffondo conico {ungy,

TIY ey
4 SOTOn

S

070810, uhs. Soby

gecuencia v

36

5, agitand

o el tlempo.

N .
te el bhotfn cslular
P £, o LT
suspensidn, va qus

siste en sxponsr la

rata de mantener el

continuacd



rin, agitando las células suavemente duranie todo sl tlenmpo con
la punta de la pipeta. La adicidn lenta el medio sirve para

-

diluir gradualmente el PEG sin lisar las cé.ulas,

4.~ ARadir otreos & ml de REMI sin suero de una vez, v dejar

reposar la suspensidn celular durante ¢ min.

Una vez terminado el proceso de fusidn, se centwifugan
suavemente las células a 300 ¢ durante 5 ain, tras lo cual ss

s o -

limina completamente sl sobrenadante. Lag  célul

o

g8 8z

o

resuspenden muy  suavementes en 20 ml  de medic de cultive HATO,
covpuesto de DMEM (Blochrom) tamponade con  hepss (Biochrom! 20

o, v osuplementado con 10% NOIC 135 (Flow), 10% FCS, 10% BMS, 1

o

de sclucidn de amincicidos no ssencialses (Biochrom), Ieglutamina

s

md, gentamicina 30 upg/ml, Z-mercaptoetancl 10 uM {Sigma),

hipoeantine 100 oM (Bigms), aminopterine (.4 @ {Sigmal

Timidina 18 oM (Sigmay, v CJA 0.8 oM [Sigma), precalentado a

[#3]

"E‘O

3
.

-

La suspensidn celular se siewbra, entonces, nouna

placa de 96 pocilles de fordo

8|

lang (Munc, evitando pipetear

é:

excesivaments, & razdn de 0.2 mijpocille {103 células/pocilliod.
Paralelamente, se siembran cone contreles 105 élulss de oada

célula parental en sendos pocillos de la migre placa.

O]

5y
WG
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4.3, Seleccidén de las oflulas hibridas.

Ia placa con la suspensidn celular se incuba durante
una semena & 37°C en atmdsfers al 5% de (0= v en condicionss de
maturacidn de humedad. A partir de la primers semans, s& aspirs
la mitad del medic ([HATU) de cada uno Jde los pocilios v se
sustituve por medio fresco cada 3~4 dias; de esta forma se
sliminan parte de los detritus celulares gue s generan por sl
rratamiento con PEG v por la mortalidad celular gue se produce

sring v OUA en el

ot

coms consecuencia de la inclusidn de  aminop

medio de cultive., Paralelamente, debe observarse en micnoscoplo

invertide de contrate de fases la apsricidn de colonias de

células hibridas.
De esta forms, las Gnicas células rue podrdn crecsr sn
el medic HRTO, serdn los heterchibridos entre SHM-D33 v la BCL,

va gue gracias & la informacidn genética de esta Gltime podrédn
sintetizar la enzima HPGRT, mientras gue sl heteromieloma le
sporta la resistencla a COUA v su "maguinama® celular para la

sintesis eficiente v continua de anticuerpos, cuya

vendrsd determinada por la BCU humana.

Los primsros hibridos pueden detsctarse a
dias degpuds de la fusidn. En los pocillos control, las células
parentales deben estar muertas a los 8-10 dias después de la

fusidn, En general, al cabo de 20-25 dias los clones de cdlulas

“3
o



hihridas se hallan lo suficientemente crecidos comn pars

comenzar a estudiar la pressncia de anticuerpog en sus

[

sobrenadantes mediante CELISA ({ver apartado 5.1%. Cuoando las
céiulas de lag dos lineas parentales sin fusionar apsrezcan
miertas en log pocilles de contrel, rodemes  eliminar la
aminopterina vy oushaina del medic de cultivo, lo cual suele
suceder, sproximadamente, a las 2 semanas después de la fusidn
el medic de culfive sin estas 2 droges se denomins HP, Es
conveniente repeltir, al cabo de unas 2 semanas, aproximedaments
en  ensaye de la actividad antilinfocitaria de agusllos
sohrenadantes positivos, con el obje%@ de confiowar la
establlidad de la produccidén de anticuscpos por las células

nEidas.

4.4, Clonaie de los heterohibridomas.

Una vez seleccionados los pocilios de los culiives
cuyos sobrenadantes  presenten actividad ent linfocitaria, deben
clonarse, puesto gue estos oultivos priverios pueden sstar
compuestos por mds de un clon, de los que 2l vezr wno sélo estd
produciends el anticusrpe pmonoclonal huwino de  interés, EL
clenaje se efectia mediante la técnica de & lucidn limite: para
#llo se resuspenden Teodas las células del pocilleo con el cultive

a  clonar, se cuentarn, v, en funcidn del nimero de cflula

i

obtenide, se diluyen en medic de cultive HT mezolado en

=
e



proporeidn 1:1 con medic condicionade procedente del mieloma
parsntal, v se reslembran en placas de 96 pocillos de fondo en

Ut & razdn de 5~1 células por pocillo en un volumen de 100 pl.

Cuands se siexchran los heterchibridomas & diluciones

miy baias (menos de 20 células en cada pocillo de la placa de

v}

culbivo de 96 pocillos), no son capaces de pooliferar v moeren a

i

af oot
& grestiia

los pocos dias. Pars evitar ésto, el <lonaie

i

AN
2 Lelu.las

o
[

erpleands medioc condicionade vy sobre una capa
nutridoras. Para la preparacidn del medio condiclionado se

resuspendsn 2x107 células del heteromicloms SHM-D3Z, ques debsn

o

hallarse en fase de crecimiento exponencial, en 400 i de RPMI-
FCBHEME, ¥ se culbtivan durante 4~5  diag sin cambiar el medio.
Une vez Ivanscurrido este Tlempe, se pasa 2l contenldo de la
otellia de cultive & tubos de fondo cbniceo de 50 ml {(Munc) gque
se centrifugan durante 10 min a 400 g recogiéndose sl

sobrenadante, gue se pasa & través de i filliro de 0.4% um

{Cogtar} de didmetro de poro, para ser posteriormente dividido

en ealicuctas de 50 ml cada una de sllog, Que se almacenan

congeladas & ~70°C hasta su uso.

Come cé€lulas nutriderass se ensayaron PELs alogénicos
previamente drradiados a una dosis de 000 rads, v células
linfoides aisladas de pacientes diagnosticados de leuceamia
linfoide crénica de células B (LIC-B) que presentaban més de un

& células leucémicaes sn sangre perifidrica, v ouvo estudiec

72



e

fenotipico de superficie habila demostrsde su carencla de
receptor para BBV (CD21). Dichas células de LIC-B se emplearon
sin irradiar, dado que en nuestra experiencia previa al tratar
de establecer lineas celulares  espontdresas procsdentes de
~&lulas de sangre periférica de pacientes con distintes Tipos de
sindromes linfoproliferativos, hablamos  observade gue las

células de LIO-B worian, sin excepcidn, al ¢abe de una semana de

i

g puesta en cultivo., Las células nulridoras se sienbran 2 razdn

£3r

22104 células en cada pocillo de una place de 96 de fondo en

]
B
4
¢

Z4 hoantes de la inoculacidn del heterohibridoms gue s

egea clonar, v en un volumen de 100 yl de wedico HT.

[]

o

Las placas asi soubradas ge incuban & 379C, en

condiciones de humedad saturante v en a

i)
A
[t
@B
]

[
3
L]
E}
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j]
e
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durante 2~3  zam g, cambiande el medic cada 3~4 dias. AL calo
de este tlempo en algunos pocilles se habdn generado clones

aislados de heterohibridomas, por lo gque ssrd preciseo volver a

a

sngavar por (CELISA log sobrenadantes corsrespondientes para

&

PPN I - 1 . b < G o ER 4 o . - S S S
verificar si estdn constituidos por el c¢lon productor de los

jo N

antiouerpos que nos interesan. Hsta stapa de clonade ss repite

con los cultives de aguellos pocillos procedentes del primer

clonzie Cuyos sobrenadantes hallan wvoelto 2 Jdar pruehs de poseer

anticuerpos con actividad antilinfocitaria.

I heterchibridomas va clonados se cracen vy expanden

gr RPMI-FCB+BEMZ a vollimenes mayores: primero a pocillos ds 1 ml



‘placas de 48 pocillos, Costar), a continuaci

ml de placas de 24 pocillos (Costary, de

O
2]
e
Cos
(D
o
(]
N

asc0s pegueiics

de 25 or® ([Costar o Nung), v asi sucesivemente, cambiando

entonces el medio cada 2=3 dias. BEs  muy importante congelar v

g’)z

acenar en nitrdgene liouide, conforme vayvan creciendo los
hibridomas, un minimo de 10 viales de cads clona, para tener
copias de seguridad en caso de contaminscidn u otro accidente,

Bl  Gltimo  pasc  consist en iz obtencidn de

sobrenadantes ricos en anticuerpe monoclonal humanc para su

rosterior estudico y completa carvacterizacidn:; para ello se
cultivan lag cf€lulas & una concentracids de 0.0Bxi0® o/ml

fuarants 5=-7 dias en frascos de cultive, .0 cemblar el medio,

Uns vez franscurride este tiempo, se pasa el contenide da

s

ctalla de culitive a itubos de fondo ofnico de 530 ml (Nuncd oue

e

7

Ey

se genbtrifugen durante 10 min a 900 g recogiéndose &l
scbrenadante, Que s& pasa & través de un Filtro ds 0.45 um
(Costary de didmetro de poro, para  ser postericrmente dividid

e

en alicuotas ds 4 ml cada una de ellas, que

@

almacenan g -7#0eC



.- ESTUDIC ¥ CARRCTERTZACION DE LOS SNTICUERPOS DE  IOS

SCORRENADANTES DE LOS CULTT

e
O
L0 ]

% 4.~ Determinacidn de actividad antilinfocitaria en

sohrenadantes,

El ensayo de iopmncabsorcidn ligwldo a enzima sobre
células  (CELISAY, es sl rnétodo de elecuidn para ol oyimer
sstudic (Ysoreening”) de la activided anti infocitarvia ds los
anticuerpos presentes en los sobrenadantes de los cultivos de

s v de heterchibridomas. Para ello, es necesaria la

construccidn de un panel gue comprenda uwn ndmero redunido de
células gque sesan representativas de las especificidades HIA

o E]

frente a las cuales el suerc de la paciente wostyd rescoiones de

ocitotowicidad,

Ia primera etaps consisgte en adher'r una suspensidn de
BCls & places de poliestirenc de 98 pocillos  {Dynatesch),
oreviamente tratadas con poli-f-lisina: se absden 100 ol de una
solucidn de Poli-L~Lys {(Sigma} & 5 mg/l en PBS, a cada pocillo
e una placa de 96, La placa con la preparacidn se oubre con
parafilm para prevenir la evaporacidn v se incubs durante 1bh a

-, X

eC o durante 2 h a temperatura ambiente. Mientrasg tanto, se

o

lavan las BCLs del panel 3 veces con PBS, resuspendiéndose tras

la Gltimas etaps de lavade en sste mismo  tamdn a2 wa

73



concentracidn de 2xi0s células/ml.

Una wvez transcurrido el correspondiente tlempo de
incubacidn, se elimina 12 Poli~le~Lys de log pocillos para
afadiyr, a conbinpuacidn, 100 ul de suspensidn celular [2x10®
célulag) a cada pocillo, centrifugando las placas durants 5 min
2 700 g. 8 aflsden 50 ul/pocilleo de scolucidn de glutarsldenido
{g&mtarai@ehﬁﬁo 25% BDHY al 0.5% en PRS, v g2 lncubs durante 18
min & temperatura ambiente.

<

Se realizan 2 lavados por inmersidn de las pl

[
03
4]
o
3

-
193

PES v se secan invirtiende la placa sohre celulosa. Para
prevenir uniones no especificas v bloguear los lugares activos
remanentes del glutaraldehide, se llenan todos los pocillos de
la placa con 200 ul de une solucidn de glicina 1 m (Sigmals, BSA
1% {(Sigma) en PBE, v sge incuba dursnte 1 h & towperalbuxa
amblente. En este momento pusden congelarse las placas v

conservarse a -30°C hasta su utilizacidn.

La siguiente etapas, tanto si Ilas places han sido
descongeladas o no, son 3 lavados con TIBS (Tris 20 mM, Tl¥s 800
md, Tween-20 0.053%, pH 7.3}, v secadc ds lag placas por

inversidn scbre celulosa. & continvacidn, se afladen 100 yl del

sochrenadante a ensavar en «ada peocllile (los scohrenadantes se

[&F

Qe

ewtraen directamente de la pla cultive), v las placas se

<

incuban durante 2 h a tewperatura ambiente, Asimismo, deberdn

3
on



inclulrse controles positivos v negativos por triplicade; como

control negativo se emplea medic de culiive Zfresco, v comw

contrel positive el suerc de aloin paciente hipesrinmmnizado.

Después dg lavar 3 vecss con TIBS, la placa se de
secar como antes, v a cada pocille se afaden 100 ¢l de un
antisuere de conejo frente a Ig€ humana conjugado s fosfatasa
slcaling {(Dako) diluido 171000 en tempdn de anticuerpo {susro
normal 42 cebra al 2% en 188y, inmobande lzs placas durante 2 h

z temperatura amblente, Se llevan a cabo 3 lavados con WIBS v

las placas  se dedan secar invertidas sobre papel absorbents.

& cada pocillo se afaden, entonces, 100 ul de solucidn
&= Y

de sustrato. Como sustrato se smplea BNE? (para-nitro-fenil-

fosfato, Sigma) a 1 mg/ml en tampdn dietanc amina  [DFA, Sigme)

(DR 1M, Clabg 0. wh, pH $.8). Las placas ze intuban durant

[

o

A0-60 min eprowimadamente (es necesaric wigilaxr la rsaccidn

pars  evitar wun desarrolleo excesive de ooloyy a bempsratur

o

{3

anbilente. La reaccidn se frens con 50 ul de vna solucidn de NalH
{Fiuka) 1 N, tras lo cual se procede a trensierir con una plpeta
mylideoanal 100 ul de cada pocillo a2 wa placa nueva. ILa
densidad Sphica (DO} de las muestras s¢ les a 408 mm oen un
lector automdtico de placas de ELISA (Bio-Tek). EL color es

sstable durante algunas horas

e
o}



5.2.~ Determinacidn del isotipo de los anticuerpes monoclonales

A

BUMBNOS.

Es importante conocer el tipo de cadepa ligera v la

uhrlage de IgG de cads une de los anticerpos monoclonalss,

i
3

porgue algunas de las propledades del anticuerpe dependerdn de

ello; entre éstas cabe destacar la capacidad del anticusrpo de
fitar proteinas del complemento, es decir su citotowicidad, v la
unidn & proteice B gue nos informe acerca e sus posibilidades

de purificacidn mediante cromatografiz de afinidad.

Bl método aempleado para la determinacidn del tipeo de
cadena  ligera v del subtipe de IgG de Jos tres anticuerpos

monocionales umanos, es el éensavo de  inmuroabsorcidn licado a

zima {ELISAY, El primer paso consiste en la adsorcidn de las

aptiinmunogleobulinas especificas pera los distintos tipos de

cadena ligera v los subtipos de IgCG a placas de poliestireno de
8¢ pocillos de forndo plane {Costar 3520%. Pave ello so disuslven
los antisueros correspondientes (ver mds adelante! an tanpdn de
adsorcidn carbonato-hicarbonato pH 2.6 {1.5%9 g/l d8 (DOaNae, 2.93
g/1 cde COsHNa, vy 0.2 g/l NsHa), a una concentracidn final,
= T YANTT S P P o = 2 2y 3 = e A 3. TaTa BTN = i ‘t& Toamed Mam oy ey S
aproximada, de 2 ug/ml, abadiendo 100 yl de es solucidn a cada
pocilleo de  la placa (concentracidn finzl aproximada: 200

ng/posillio).

Los antisusros enpleados para L& detemminacidn del
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tipoe de cadena ligera, tanto en su forma simple como con
peroxidasa (HRP), se adguirieron de la marca comerclal Dako. La

determinacidn de la subclase de Igs se llevwd a cabo utilizando

anticuerpos monoclonales murinos sin condjuear frents a IgGa-
Ighs, y un anticuerpo wonoclonal murine frente a cadenas <t

conjugade & HRE, todos ellos de Sigma.

La placa con la preparacidn se cubre con parafilm para

prevenir la evaporacidn v se incuba O

continuacidn, se procede & la eliminacidn
afisorbido, lavando los pociilos de la placs de ensaye con PES-

Twsen (Tween—20, Sigwa, al 0.05% en PBRS). Finalmente, las placas

£

e dejan secar invertidas sobre papsl absorbente. Pars prevenir
uniones no especificas, se llenan todos los nocillos con 200 ¢l
de solucidn de blogueo (BSA al 3% en PBES), iucubando durante 1 h
& temeratura ambiente, lavandc entonces leos pogillos tres
verss con PBS-Tween. Dedar secar las placas invertidas sobhre

napal absorbente.

La sigulente etaps consiste en la fliacidn de las
moiestras al  antisuvero adsorbido, para lo cuel se afiaden & cada

serie de pocillos correspondientes 100 ¢l de schrensdante a
apalizar  (por triplicado) para cada Jeterminacidn. Com
controles negative v positive se enplean temidén por triplicedo,
respectivamente, 100 ul/pociliso ds medio de cultdve fresco v 100

o=

pil/pocilio de un gloantisuerce procedente de un  indiwiduo



hiperinmunizade. Las placas se incuban durante 1 h a temperatura
arbisnte.

2 continuacidn, se lavan los pocillios 5 veces son PRS-

Tween v ose dedlan secar las placas invertidas sobre papel
absgorbente, A cada poéili@ se afladen daspués 100 pl de
antlcuerps conjugadc con peroxidasa diluida a 173000 en tanpdn
de anticusrpe (suerc normal de cabra al 2% en PBES-Tween),

incubande durante 1 b a ltemperature ampiente v lavando, a

T p = $ R i o
vetas con Phx-Tween de idéntics

5
[l
[ &

contimiacidn, ias pla
mAners gue en el pass anterior. Se afiaden 100 plfpociilo de
solucidn de sustrato recién preparada (10 mg ABTS, Sigma, 50 ul
de Hz02 al 10% en 100 ml de tampdn cltrato 24 oM, PCHNea 51 mM,
o 5.0}, v se incuba durante 30-80 min, aproximadsmente, (es

ecesario vigilar la reaccidn para evitar ur desarrcllo sxcesive
de color) a temperatura amblente en la oscuridad. La reaccidn ss
frena ocon 50 upl de S0.H= 3N. La lectura de la 00 de los

sobranadantes se efectlia a2 405 nm  en un  lector de microplacas

o

Tgs  secretadss  por los

o

et
o]
4]

5.3, Cuantificacidn  de

heterohibridos.

Se realiza de forma esencilalmente idénticas &l método

descrito en el apartadc anterior, utilizaernde el mismo tipo de
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slacas v tanpones. EL primer pssc consiste en la adsorcidn de un

antisuere de conejo dirigide frente a IgG humana (Dsko)} a
placas de 96 pocillos de fonde plane, & ana concentracidn de

unos Zoug/ml oen  tavpedn carbonsto-bigarbonsto pH 9.6, aflsdiends

= = -

100 pl de esta solucidn a cada pocille de 1

s3]

%,,w

[y
32

concentracidn final aproximsdas 200 ng/pocillol.

a2 placa con la preparecidn se incubs durante ih a

F7el, A continuecidn, se procede a la elimiracidn del anticuerpo

g

ne adsorbido, lavande los pocillos de la placa de ensave oon
PEpE~Tween. Finalmente, lags placas se dejsn secar, llienindose
todos los pooillos con 200 uwl de solucidn dz hlogueo, incubando
durante 1 h & temperatura ambiente, fyas lo cual se lava itres
veses con PBS-Tween.

-

Ia siguiente etapa consiste ern la fijacidn de la

oy

o
5

maestyas al antisuero adsorbideo, para lo cual se afladen
serie de pocillos correspondientes 100 ul de cada una de las

silgulentes concentraciones (por iriplicads) de TgG Iuman

e

parificada estdndar (Nordic) disuelta en PBE

53]
o3
N

1.5 ng/ml; 3.0 ng/wml; 6.0 ng/ml; 12.0 ng/ul; 25.0 ng/ml;

o3

ng/ml: 100 ng/ml; 200 ng/ml; v 400 ng/ml.

También se afiaden 100 ul, por triplicado, de cade uno

= b

de los sobrenadantes del coultdveo diluidos al  1/100-17800.

[6:4]
et



Asimismo, se incluyen 100 i, ¢ triplicadc, de medio fresco ¥y
de un alocantisuero procedente de un individuo hiperinmunizado

como controles negative v positive, respectivamente. Las placas

0
o

gy«;

g
ig
s

durante 1 h a temperatura ambiente, lavando a
continuacidn § veces con PBS~Tween. A cades pocille e afiaden
después 100 ul de un antisuero de conejo frente a Igh humans

conjugado con peroxidasa (Deko} diluido 1/3000 en tanpdn de

v se incuba durante 1 h a itanperatura avidiente

lavande, a continuacién, las placas 5 veces con PES-Tween.

Se  afisden 100 ul/pocillo de eolucidn de sustrato

recién  preparada, v se incuba  durante  30-60

IS

min,
aproximadamente, vigilando la reaccidn para evitar un desarrcllo
excesiveo de oolor, a tewmperatura amblente en la coscuridad. La
reaccidn se frena con 50 pl de S0.H» 3N, La lectura de ls DO de
los sobrenadantes se efectia & 403 o en un lector de
microplacas {Bio-Tek). Con los valores de DU cbtenidos para las
diferentes concentracicnes de la solucidn de IgC sstindar, se

construye una curva de calibrado de IgCG, de la gue se exitrapolan

5 o

los valores obtenidos con las muestras a cusntificar,

jot)
[$¥]

e la especificidad

O

studio

i”ij

5.4, los  anticuerpos

monecionales humanos.

La inmonofluorescencia indirectas (IFIY se ha utilizado

82



en la detennminscidén de la especificidad de los anticuerpos
monoclonales humanos obtenideos. Esta téunica se realize en
tubos de polipropileno de 5 ml apteos para el clicfluorimetro

Pl

(FACScan, Beclton Dickinson}, en los que c©e dispensan 3-5xi0s

Lot

células/100 ul de PBS/BSAE (0.1% BSA, 0.02% NzNa en PBS} v 3C pl
del sobrenadante conteniendo el anticuerpo monoclonal que

corresponda sin diluir (primer anticuerpe)l, ¥ se incuban durante

Para evitar interferencias o falscs positives, las Igs
de superficle de las BCLs empleadess er el estudic de la
sapecificidad de  los anticusrpos  monoclonzles humanos  s8e
hloguearon previamente, wmediante dincubscifn de la suspensidn
celular con 10pl de un antisuerc de conesdo frente 2 Jgs totales

humanas {(Dako), durante 10 min a temperaturs amblents, sequida

de un lavado en PBE/BSA (700 g durante 5 win:.

Tras la incubacidn con el primer anticuerpo, la
suspensidén  celular se lave 3 wveces oor centrifugacidn-
resuspensidn en PBS/BSA. En la segunda otana sz afaden a la
sugpensidn celular 10 pl de un antisuern de conelo {(porcidn
Flab’yz) frente a IgG numana (Dake! conjusado e iscotiocianato
ce fluoresceina, a la dilucidn recomendsda por el fabricants, v
se incuba durante 20 min a 4°C. Una vwver transcurrido este

tiempe, se realizan 3 lavados por centrifugacidn-resuspensién en

PRS/BSA,



A continuacidn, se procede al ardlisis de la massiya,
bien en microscopic ¢ en el citofluorimetro. 51 no es posible

analizar las células en ese dla, se pueden fijar en 1 ml de

solucidn de paraformaldehide (PFA, Redakh al 1% en suerc

figicldgico v mantenerse a 4°C durante una

pueden volver a ser analizadas o visualizadas previo lavado con

PRS/glicerol (Merck) 1:1, ¥ se toman 3 pl de esta suspensidn,
gue se sitian sobre un porta, colecando a continuacidn un cubre
cizreular de 12 mm de didmetro. La muesira se examina en

microscopio de gplflucrescencia {Leitz).

Log datos obtenidos de  la cohservacidn de las células

2

teitidas en el microscopio de fluorescencia se confirman en el

glitefluorimetyre. Para ello, se lavan las colulas resuspendidss

en gilcercl con PBS/BSA, se resuspenden a su vez en 200 pl de

PBRE v st analizan en el FACScan. Para vads céluls examinada se
ajustan los nivelss de ganancla de los fotomaltiplicadores con
zl propdsitec de masdmizar la intensidad de. control positive v
reducir la intensidad del control negativo. EL andlisis de las
células teflidas se efectud mediante histooramss en los que se
sxaminaba el numerc de células frente & intenzidad de
fluorescencia {que nos da idea de la densicdad de los antigenos

Ze superficie reconocides por el anticue monoclonal  en

ey e e %
CesTLon) .



La internsidad de flucrescencia =2 puntud como -, +,
o -, baséndose en la posicidn del canal del pico de
intensidad de fluorescencia, dividiendo la escala logaritmica de
intensidades en 4 segpentos de lgual tamafio. Como control
negative se empled =21 tampdn de lavade PBE/BSA sin ningin
anticuerpo, mientras que como contrel positive se wbilizd un

uerc humanc procedente de un enfermo rernal politransfundido,

fuertemsnte citotdxico  frente a Iz mavoria de  las
especificidades HLAE conocidas.
5.5,= Microcitotoxicidad en placs de Terasaki,

Ests técnice se emplea con uwna firalidad muy conorsts
consistente en determinar si los anticuerpos monoclonales
omanes  secretadcs por los hét@rohibxidemas son capaces de
provocar la lisis celular mediada por complements. De esta

forma, podemcs analizar un determinadc sobrenadante sobre un

pansl seleccionado de células previamente tipadas gue cubren
todo el espectro de especificidades HLA, v confinmer o descartar
su validez como reactivo de tipaie mediante la  téonica esténd

ge microlinfocitotoxicidad del NIH,

Para este tipe de sstudic st emplean placas ds

Tervasakl de 60 pocillos {(Grein

P

de la dilucidn {err PBS} correspondiente del anticuerpo



monoclonal & ensayar (L:31, 1:10, 1:50 1:100,

5l de una suspensidn celular, & una co
sélulas/ndl en PBS {5000 células por poclillo).

noubacidn & terperstura anbiente

far)
fele)

complemento de cenejo {Behring). Al término

ssta vez de 1 h, a temperaturs anbiente,
pocillo de una solucidn de ecsina (Merck)

€ ul/pocil

s

4

roximadamente, v la lecturs

invertido de contraste

5 CrOSCOpio

con

Ty

gte en efectuar uns estimacidn  visual

‘i
Fal A

mortalidad celular profucida por cads und
monoclonales humancs sobre cada uns de las

o8 A

verdo & la sigulente escala:

ba

% mortalidad celular

lo de formol (Quimds

fhdaif &

1:500 y 1:1000) v %

wentracidn de 5xi0s

anasde

de otra

incubacidn,

PP s y
reallzZe en

pantuscidn

80~100 2

60--80 3]

40-50 4
20~40 2
m'za:j e



5.6.~ Térnica de MATLA.

Bl andlisis del tipo de mblécula
log anticuerpos monoclonales humanos  se
wodificacidn de la técnica denominada MATLE

egencialmente, en incubar similitédneamente

:

&l

’g_;.

s

HLA reconocida por

iante vna

en PFA

con un  anticuerpo monoclonal mourino especifico para un tipo de
molécula HLA (ver tabla 1}, v el anticusrps wonoclonal humano
obiete de estudio. Despuds de eliminar todo el material
varticulede mediante centrifugacidn, los lisados de células se
irangfieren a placas de microtiter recublertas con un anbisusro

ANTICUERROD

REFERENCIAS

Wa /3% BELA-A, B, C NO 77
1243 HLA-DR 1:200 78
T2z HLA-DO 1:100 79
B7/24 HiA~DP 1:100 80
Tabla 1, Anticuerpos morocionalss meirinos

monomdriicos  ampleados ta  inmovili

para

b

{1

moléoulas HLA, El anticuerpo W6/32 procedis
cultive del hibridome, mientras gue los
finido ascitico.

specifica de

) 2
CLon

=

e schrenadante de

demds provenian

hid

de

8%



de cabra frente a IgG de ratdn. Tras la iomovilizacidn de los

compleios formados entre el anticuerpo moroclonal murino y el

antigeno, los anticuerpos monoclonales humanes  pueden
detectarse aflediendo un antisuero de cabra frente & ToG humana

contugade a fosfatasa alca

Lz disponibilidad de BCLs bhiern tipadas pare las

especificidades HIA de clase I vy clase II, es una de las

wlicicones de part rara este ensayo. Las BCLs se recogen
después de un tiempo adecuado de cultive, se lavan 3 vecss con

PES v se cuentan. Tras ello, se dispensan Zxi0® células en cada
ubo eppendort de 1.5 ml para cada anticuerye moncclonal humano

& ensayar, Lincluyendc asimlismo contyroles negativos v positives,

Lag células se centrifugan en microfuga (Beckman, microfuges 12
v e resugpenden sn 800 pl de PBES-PFA (PFA, Xeodak, &l 1% en PES

con WXz sl 0.1%y, incebando durante 5 min a 4°C. A
continuacidn, las células £ijadas se lavan 3 veces con PBS v se
resuspendan en 200 pl de PRS-BSA (BSA al 2% en PBS con N=Na al

0.1%), pudiende almacenarse a2 4°C durante @lgunas semanas.

Para realizar &l ensayo, s alzden 100 ul de uns

solucidn de anticuercos de cabra frente & la porcidn Fo de Tol
Pin P

all
o
[

atdn (Sigma), a una concentracidn aprorimada de 3 ug/ml en

tampdn carbonato 0.05 M pH 9.6, a2 cada pocillo de una placa de

36 pocillos de fondo plano {(Costary, incubendo durante *toda la
noche a 4°C. Antes de usarse, las placas se lavan 3 veces con
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&)

tampdn TIBS (ver apartado 5.1) v se dejan secar invertidas schre
vapel absorbente. El blogueo se efectia afiadiendo 200 pl/pocilic

A i

de unz solucidn de BSA al 3% en PBS e incubando durante 15-30

-

Tas BCLs fijsdas se centxifugan v resuspenden sn 50 gl
de  PBS-BSA, afadiendo a continuecidn 200 ¢l de anticuerpo
monoclonal marine a la dilucién adecuada v 100 pl  del
anticuerps monoclonal humans & ensayar, para su incubacl
similténea & 37°C duvente 30 win., Tras e2llo, la suspsnsidn

celular se lava 3 vecses con 500 u

frtt
jor
]
Ui
Q
‘X‘m«‘
o
£
Fw—ﬂ-
e
]
o]
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E—Ar&
=
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o
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fCIiNe al 0.9%), procediéndose a su lisis en 100 ¢l de tanpdn de

isis (NP-40, Sigma, al 0.5%, Cl=Ca, Merck, 0.5 zd, en TIBS)

ot

durante 30 min a 4°C v posterior tratamiento en bafio ulitrasdnico

durante 5 min. Después de centyifugar & 13000 ¢ durante 30 min a

W3

4°C en una microfuga, se recege sl sobrenadsnte {lisado celular)

gue se diluye en 150 ul  en TTBS, pipeteindcose 100 yl ds ssta

fuplicado en cada poclllio de la

p
i
o
{3
B
O
o]
g
=
[

lace recuhierta

Después de incubar durante 2-16 h, dependiende del
anticusrpo humanc & ensavar, a 4°C, se lavar las placas 4 vecss
con TTBE, v se afaden 100 ul/pocillo de un antisvere de cabra
diludido 1:1000 en TIBE frente a Igh rumana  conjugado a

i
-

fosfatasa alcalina (Bio-Rad), incubando, a su vez, dursnte 2 h a

[

. seguidc de 5 lavados &n TTBS. & contiruacidn, se when 8

8%



cada pocille 100 ul de una solucidn de PNPP (Sigma) a 5 mg/ml en
I, Sigma; ClzMg ©.5 md, Merck, pH 9.8},

=

incubdndose las places durante 3060 min & tomperatura ambiente.

o
:
)
0
[
E:/wﬁ
o
@]
% A,
s
)

T2 veaccidn se detiene afiadiendo 50 ul/pocilc 4

de NaCH 3N (Fluka), v la densidad Sptica de las muestras sg lee

a 405 nm en un lector de microplacas {(Bio-Tex).

v

Log resultados {(DO) se expresan com  Llos valores

medios de extincidén de las muestras por duplicado, msnos L

feH

media de al menos dos blancos contenlendo tanpdn de lavado TTRS

o = =

en lugar del lisado celular. En cada engave se utilizd medio ds
cultive fresco como contrel negative v el susro de un individuo

hiperinmumizade como control positivo.
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Cuando un  anticuerpo monoclonal presenta mds de una

gspecificidad, es necesario assgurarse de gue verdaderamente
rrocede de un solo cleon de células vy descartar la posible

presencia de un segqundo anticuerpoe contaminante, responsable de
este hecho. Para ello, los schrenadanies de los clones
correspondientes se absorben con determiradas BCLs  de un
Zenotipe HLA seleccionado.

I =) 1= 3 n v} AT e PR S S
Ias células de la lines B se culidvan creten hasta



oprener un ndmerc total de 100-200x10s células. Una wvez

-~

{

onsegquida esta cantidad de c¢élulas, éstas se lavan dos veces
con PES centrifugande durante 5 min a 700 g, mezcléndose, a
continuacidén, con un volumen igual del sobrenadante gue contiene
el anticuerpo monoclonal correspondiente. Tros L b de incubacidn

3

s 4°C, resuspendiende las células a intervalos de 10 minm, l1a

=
¢
B
&
&
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il

e centrifugs durante 2 min & 9000 g en microfugs

]

-

{Beckman microfuge 123, recogiéndose el schranadante.

Ia actividad de loz scbrenadantes absorhidos se
determing mediante IFI fanto scobre la BCL emplesds 2n la
gbsorcidn como control de eficiencilsa del procesc, coro sohre

linsa celular portadora de la segunda especificidad de ese

P

.8~ Titulacidn de los anticusrpos. Calcoculo del coeficients de

in

QGXXQ&HC&OW

La titulacidn de los 3 anticuernos monoclonales de

th
i
BW '
D

las células tefiidas con cada une de log  anticuerpos
dilucidn correspondiente se efectud en el citefluorimetro,

mediante histogramas en 1o cue se examinzbe el ndmero de

Xl
b



c2luias frente a intensidad de fluorescencia. La intensidad de
Fluorescensia limite para Iz positividad de una reaccidn se

fidd en la posicidén del canal del pico de intensidad de

Fluorescencia entre las regiones - v +, gl ddividir 1z escals
Ingaritwica de intensidades en 4 segmentos ¢g igual tamaBo, v al

inverso de la diluclén correspondiente & la reaccidn positive

Lok

limite, se considerd como titulo del anticuerps.

El sstudio estadistico de la especificidad de losg 3
anticuerpos se llevd a cabo wediante los programas de ordenador
TER,EXE e IDR.EXE, disefiados por el Dr, Florentine Siénchez
Garcia del Servicic de Immumelogia del Heospital Vingen del
Rocio de Sevillia, v eaplicafos en los =studics seroldgicos
correspondientes al Taller Nacional de Histocompatibilidad 1989
igiy, BL programa TABEXE estd concebido para la determinacicn
de las especificidades A v B, mientras gque IDR.EXE lo e para

os antigenos de clase II DR vy DQ. EL programa considera como

censeguide el mavor valor de Chi® en m primer barrideo de

sgpecificidades.

Cada scobrenadante es analizade para todas las

especificidades que se hallan en las c¢ilulas para las qus

crezenta una reaccldn positiva. Para asignar una especificidad
sterminada a un schrenadante, e8 necesaric cue el valor de Chiz

-y

sea supericr a 6.835, gue &5 el gue presenta una sionifilocscidn

1



egtadistica de 0.01, con 1 grado de libertsd. La especificidad

R

seleccionada en primer lugar es la que presenta un valor de Chi

maver. Una vez seleccionada una determinzia especificidad, s

@

eliminan las reacciones positivas pars las c2lulas gus contienen

Gicho antigeno HLA, v se reanaliza el scbrenadante en estudic

£

para comprobar si contiene alguna otra espezificidad. ElL limite

i o

n

de andlisis de especificidades wiene determinade por los

siguientes factores: (a} la desaparicidn de odas las reascciones

8

cositivas del scobrenadante en estudio; (b} la presencie de una
scla o de miltiples reacciones positivas que no superan sl valor

dg Chi® antes indicadeo., ElL cdlculo de Chiz se realiza en ba

582

j$))

¥

una tabls de 2x2.

Para cads especificidad en particalar ss calouls el
coeficlente de coryelacidn (r), cuyo valor viene determinado por
iz ralz cuedrada del cocliente entre 2l valor de Chiz v el nimero

& celulas positivas para dichs especificidad. Asimigmo, para

O

cata especificidad presente en un scbrenadante, se caloula el

porcentaie de inclusidn, gue se define como el nlimerc 4

4]

células que presentan el antigeno HIA  reconocide por el



§,~ CONSTRUCCICN DE PANELES CELULARES PARA EL ESTUDIO DE L7
ESPECIFICIDAD  DE 108 ANITCUERPOS MONOULONALES  HIMANGE.

DETFRMINACION DE ANTIC HLA.

El  estudio de la especificidad de anticusrpos
dirigides frente a determinantes polimdriicos de antigenos

pertenscientes al sisteme HLA regulere .a disponibilidad de

[}

paneles celulares bien caracterizados para los antigencs de sst

[

[t

gistera, tanto de clase I como de clase I, Estos panelss @

estudio se hallaban compuestos en un principio por PBLE, aungue,

P

Ch

por razones practicas, se procedld a la construccidn de un panel

Ea

de BCLs, mediante transformacidn con EEV  ver apsrtads

£
[
B3
o
(@31

representativas de un amplio espectro de sspecificidades HLA,
gue inciuvia, asimismo, familias completas para poder seguir la
segregacidn de  las especificidades reconocidas por dichos

anticuerpos monoclonales humanos,

6.1.~ Método de microlinfocitotoxicidad estdrndar {NIH).

Ios antigencs HLA de ¢lase I ¢uo S& expraesan en la
superficie celular pueden ser determinados sercldégicamente a
partir de PEL® aislados de unos 10 ml de sangre desfibrinada,
mediante la téonica de microlinfocitotoxicidad estindar del NIH.

e ssta fomma, los PRLs son enfrentedos & un penel ds



aleoantisuercs gue cubren las especificidades HiA-A y B

[N

Aescritas hasts ahora.

Para ellio, se slembra 1 yl de una suspensidn de PBLs &
una concentracidn de 5x10s ¢élulas/ml en PBE, en cada pocillo de
una placa de Terasaki, que contiene el panel de antisuercs, v se
incuban durante 30 min a tewpersatura arziente, afladiendo, a
continuacidn, 6 ul/pocillo de  complemerio  de  oongto 1o
citotéxico (Behring}. AL cabo de 1 h sdicional de incubacidn a

smperatura ambiente, se procede a la tincidn de las células
afladiende 3 ul/pocille de una solucidn de =sosina al 5% {Mexck)

o

oH 7.2, v después de "3 min, la suspensidn celular en cads

’”{5
i

pocillo se £ide con formol (Quimdn) pH 7.2.

El estudic seroldgico de las especificidades HLA de
clase IT se efectud scbre suspensiones celulares enviguecidssg de
linfoocitos B. De 20 wml de zangre desfilbrinada, se obiuvieron
PRLs, tal v come se describe en el apartado 2.1, e se

resuspendiercn en 0.8 ml de medic de cultive RPMI 1640

enviguecido con 10% de FCE. La suspensidn se deposits en una

paia corriente de beber flexible gue contenia 100 mg de fibra de
nvion (Leukopsk, Fenwall), cerrada por =1 extrewno inferior

mediante calor, dejdndose sdlo un orificic de 2 mm. La fibra
habia sido previamente saturada del mismp medic de culiive e

incubada durante 30 min a 37<C



Una vez afiadida la suspensidn celular, la columna 58

incuba & 37°C durantes 48 min, al tdrmine de los cuales se delan

casr, gota a gota, 10 ml de medic de cultive a través de la
paiita, de manera gue las células no adhersntes (linfocitos T)

e

widas en un tubo de centrifuga. la columna se lava con

ikﬂ

zon el
unos 20 ml de medio de culiiveo, v, a continuacidn, se alladen
ctros 10 ml de medio, arrestrdndose les células adherentes
{linfocitos B por escurridos enérgicos de la columea. EL método

da una pureza de linfocitos B del 90-53%.

Ias células B son enfrentadas por medic de la téondca
cldsica de microlinfocitotoxicidad del NIH, & un panel de
aloantisueros gue definen las especificidades sercldoicas HLA-DR
v 3 conooidas actualmente. Pars elle, se procede de idéntico

L

modo al descrito en el caso de especificidadzs de clase I, salvo

i

S

i

la incubacién con el anticuerpo se prolonga hasta 45 min vy

L tilempo de incubacidn con el complemento e3 de 30 min.

La evaluacidn de resultados se lleva a cabo en un
microscoplio invertido de contraste de fases: las odlulas vivas
sparecen refringsntes, mientras gque las c¢élulas muertas no

exciuven el colorante ¥V presentan una colorasidn roja oscura. La



&.2.~ Mgtodo immmnomagnético.

En aguellos cascs en que no fue posible el tipaie por
la técnica clédsica de microlinfocitotoxinzidad descrita en el
apartado precedente, debido tantc a la  escasa wviabilidad
celular, ¢ a un bajeo rendimiento en ndmern de células de los
linfocitos B aislados mediante fibra de nylen, se recurrid a uns
modificacidn del wmétode inmmomagnético  {(82), empleando como
material de partida sangre sxitraida g1 tubos com BB
{(Venoiect), o PBLs congelados {aprowimadamente & una

concentracidn de 107 células/vial}.

En el primer caso, se extraieron, on 2 tubos de 5 ml
con EDTA, 10 ml de sangre de cada individuc a tipar, de los gue

se separd la cape de células mononucleares {(“hufly coat™)

@ﬂ

mediants centrifugacidn, a tenmperatura awbiente, a 700 g durante
£ win Tras descartsr el plaswa, se recogid la capa de células
monomucieares, pasdndola a un tubo limplo v snfriado previamente
a 4°C, afladdiendo 2 continuacidn 4 wl de una solucidn de PRS-
citrato  {cltrato sédice, Merck, al ©.8% en PBEYY, enfriads
previamente, v 100 ul de Dynabeads especificas para el

aizlamiento de linfoclitos T o B {Dyvnal).,

La suspensidn se incubd, con rotacidn suave, durante B

i
[
[
s
o
@]
-
4t

a5 1o cual s2 alladieron 5 ml de PES

se procedid a la ssparacidn megnética de los linfocitos T v B.



Para ello, se sitdan los tubos con la suspensidn celular y ée

o

noles magnéticas en el imdn separador  (Dyvnal MPC-1) durante 3

T

min, decantande, a continuacidn, las células no adheridas a las
bﬁl&s magnéticas. TLas particulas magnéticas se lavaron tres
veres con  PBS situdndolas duvante 2 min en 21 imdn v desantando
gl sobrenadante, para, finalmente, resuspendar los Linfocitos T

¢ B asi separados en 200 pl v 100 ul de PES-FCS (FCS al 10%

PBS) respectivamente.

Cuando el meterial de partids coonsistid en células
{FBL} congeladas, se procedid en primer lugar a su
descongelacidn tal v como se describe en el aspartado 2.2 de esta
seccidn, tras la cual se resuspendiercor en § ml de medio de
culfivo previamente enfriado, a los gque se aledieron los
correspondientes 100 ul de suspensién de particulas magnéticas Y
procediende de idéntica manera gue en sl caso anterior.

-

Para realizar la prueba de micreolinfocitotoxicidad, se
gembrd 1 upl de suspensidn celular-bolas magnéticas en cada
pocillo de una placa de Terasskl, conteniendo un panel de

antisuercs dirigidos frente 2 las egpecificidsdes HLA de class I

v olage IT definidas actualmente {ver apartadeo anteriocr), v =

o]

incubarcon durante 30 min a tenperatura arbiente, afladiendo, a
continuacidn, 6 pl/pocille de complemerto de conejo no

ftotéxico (Behring).

98



Al cabo de otros 30 min de incubacidn a temperatura
amlsiente, se procedid & la tincidn de las células, afiadiendo 3
ul/pocillo de una solucidn de bromuro de etidic al 2.85% y
narania de acridina al 0.75% en PBS e incwrande durants 10 min.
Pasado este tiampe, se afiadiercon & ul/pocillic de una solucidn de
tinta china negra no citobdxica (RBerccolor, ESchmincke) al 2.5%
{v/vy en PBE, y fijande, seguldamente, las c¢€lulas con

Zul/pocillo de una solucidn de PFA [Kedak) sl 1% en PEE.

La evaluacidn de resultados se llesva s wabo en un
microscopio invertide de fluorescencia, presentande las células

o 0

vivas una coloracidn verde las pélulas ruertas uwne ooloracidn

bt

anaranjada. La valoracién de la citotoxicidad se realiza tal y

cowe 88 describe en el apartade 4.5,

En los casos en gue noe hay disponibilidad de Pols de

=

dado, sxiste la posibllidad de realizar el Lipaie

¢
5
n
5
o
[
]

HLA de clase I en la BCL ampleande la itécnica clidsica de
microlinfocitotoxicidad del NI, con las rodificeciones gue s

introducen & continuacidn.

En primer lugar debe procederse 2 la absorcidn del

complerentc de consjo para eliminar la ¢litotowicidad natural

EE



del mismo frente a las lineas B, Para ello, s cultive v crece
1z linea celular hasta un total de 100mi0= células (la
sbsorcién del complemento se puede realirzsr tanto de fomma
especifica, con la propla lines gue wa & ser tipeda, o
inespecificamente, con una linea diferene}. Ia suspensidn
celular se lava 3 veces con FBS, sepsrdndose, a contingacidn,
del orden de 1-3xi0® cédlulas, gue se resuspenderdn en PES-EDTA
0.2% a una concentracidn entre 3.8 v 4x10s ¢o/ml pare el fipais
Lag c2lulas restantes se resuspenden en 1 ml de
omplemento de conedo (Behring' en un tubo eppendorf de 1.5 ml.
Ta mezola se agita  suavemente en un virtex v s incuba dursnts
30 mwin, aproximadamente, &  4°<. Pasadce este Tiempo, s
centrifuga la suspensidn en wicrofuga durante 2 min & 12000 rpm
{Beckman, Micorofuge 12}, ssperdndose el sobrenadante pa
utilizarleo como fuente de complemento para ol tipade de la BCL.

%
E. i
b

P

tipaie se realiza acortands los  tlempos de
incubacidn; 30 min para la linea celular v el antisuero, v 60
M"{"-‘s

ra el

complemento previamente absorbido.
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8.4, Determinacidn de especificidades HLA  mediar

inmanet luorescencia indirecta.

£

Alemds de su  ubtilidad en el estudic de la
especificidad  de los anticuerpos wmwonoclonsles Dumanos
producidos, la IFI se puede asimismo emplear en la determinacidn
de clertas especificidades HLA tanto de clase I cow de clase 1T
dificiles de detectar por los métodos descritos anteriorments;

-

en  concreto, se ha usado en la discriminacidn de las wvariantes

i

ANTICUERPC ESPECIFICIDAD DILUCION REFERENCIAS

5G1

Ut

7 HLA clase IT 1:400 g3

GEPE8.2 HLA~DRw1L 1:100 84

VDiz HLE~DOW3 1:2G0 83
P2 HLA-D W 1:400 2o
IIB=R HLADOWB+S+1 1:400 1335

BBE7.2 HLA~B2-4-AWE S NG 7

abla PR Anticusrpos moroclonales murinos,

b-

procedentes de fluide ascitico, a excepcidn del anticusrpo EB7.2

gue procedia de sobrenadante de cultivo del hibridoms, omplsados

%

b4

w

Che

para el Ttipaie, empleando une Técnice £ e Jas

T
- p

especificidades HLA-AwES, DRwWLIL, DOw?7 v DQwh.




de las especificidades sercldgicas de clasz IT DRS v DOw3, asl

womo del  subltipo de la especificidad FLA de clase T A28

denominade Aws%, con la avuda de  los anticuerpos monoclonales

meirines polimdrficos que se detallan en ls tabla 2.

Esta técnica se realiza esencialnente tal v como se
describs en el apartadce 4.4, con las modificeciones gue so

detallan & continuacidén., La suspensidn celular se incuba con 50

de la dilucidn del anticusrpe monoclonal correspondiente
durante 30 min a tomperaturs amblente. En la segunda etaps se
afiaden a la suspensién celular 10 gl de up antisuero de cabrs
fporcidn Flab’i=) frente a IgC de ratdn (Kallestad) condugado a
isgotiocianate de fluoresceina, a la dilucidn recomendads por el

&

felbricante, v se incubs durante 20 min a 4°C

Como control negativoe, se ampled el fampdn de lavado
PES/BSA sin ningGn anticuerpo, wmientras gue  come  control
positivo se ulbdlizd el anticuerpo monoclonal de ratdn SGL57,
dirigide £frente a un determinante wmwonomorfico presente en
meoléculas HLA de clase IZ. El andlisis de la fluorescencia de la

B =

reestra se lleva & cabo de idéntices maners &l descrito en el

nartado dedirads a2l estudico de la egrecificidad ds los

g &

3

antlcuerpos monoclonales humanos.
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V.~ RESULTADOS,
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1.~ PRODUCCICN DE LOS ANTICUERPCS MONCCLONA ES HUMANCS,

1.%.= Obtencidn de lineas B linfoblastoides para la fusidn,

La paciente RR  (HLA: Al, AL, 35, B3I7, DRI, Dr4,
DRwSZ, DRwS3, DOwZ, DOw3d) mientras se hallsbs en la lists ds
espera pava  trasplante  renal, alcanwd un grado ds

hiperinmunizacidn después de 4 t{ransiusiones des sangre
mostrando su suero una intensa actividad oltotdxica (ver figura
1y frente 2z la mavoria de los componenies (e un panel compusst

por 25 PBELs procedentes de diferentes individucs, gue cubrian la

as especificidades seroldgicas HLA conocidas. FEn

%ﬂwn

ravoria de

-

ningtin case &l suero de la paciente fue autcrreactivo.

Se aislaron 107 PBLs a pertir de 20 wl ds sangre

-

heparinizada de la paciente RR, gue, Tyas sxposicidn & EBV, se
sembraron en 1 plate de microcultive ds 95 porillios de fondo
nlang a razdén de 105 células por pociilo. Las colonias de

células B transfornmadas aparecieron en el 100% de los pocillos

M

al cabo de 2-3 samanas en cultivo. A partir de la tercer
semenag, aproximadsmente, el crecimiento de las colonias de Blis
en los  pocdillos wa  permite & ensayn de la achividad
antilinfocitaria de los correspondientes scoirenadsntes frente a
un reducido panel compuesto por un total de & BllLs, obbenidag de

suistos cuves linfooitos hablan sido reconocidos por el &
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Figurs 1.~ Reactividad Zel suerco Js la paciente BB en
ensavos de citotoxicidad frente a pancles de PELs, durante sl

intervalo covprendido entre la primera v la Gltime transfusidn

de sangre recibida.




p P

la paciente (ver tabla 1), mds la linea KI-14 per

$
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Taller Internacional de Histotompatibllided. Esta estaps hizo

necesaria, en alounos cascs, la expansidn de los cullivos a

placas de 48 pocillos, debido a gue nuesiro ritmo de estudio no
siempre se pusde sincronizar con el de crecimiento de aloguncs de
los cultives de los pocillos,
BCL A 3] DR Do D
Oi-22 2 8,15 1,2 i
Hils 20 18,58 Z,wB 52 L, 4
RF=-22 1,32 27,37 4, wl0 g3 1,3
P23 26,28 44 35 5,7 52,53 2,3
P25 1,3 17,38 z,wh 52 i
KT—14 24,26 51,61 E) 53 g

5
¥

Tabla 1.~ Panel celular empleads para sl egiudio
vreliminar de los sobrenadantes procedentes de la transformacidn
gz linfocitos B aislados a parfilr de sangre periférics de la

- 5 T . x P -
paciente hiperinminizada RR.

E

Como resultade del ensaye medisnte CELISA de la
aotividad antilinfocitaria de los scobrenadsntes, se detectaron
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un total de 4 pocillos (4.5%) positivos frente a las cé&lulas del
panel DN-22 v PV-25, Con las células de estos pocillos positives

se comenzaron uns seric de etapas de clonsde a badja dil

cuva finalidad era =l enriguecimiento del cultive sn
BCls responsables de  la secrecidén 43 los  anticusrpos
antidlinfocitarics, puesto gque todos los intentos ds clonale a
Ailucidn limlite de las lineas B fueron infrucstucsocs: de un tobal
de 186 pocilios sembrados a 10 zélulas/pocilio v de 203 pooilio

a 5 células/pmecilico, tan sélc sz obtuve una sola colonlas en
cada caso, cuvos scebrenadantes carecian de 1o actividad iniciasl.
FEste hecho, gue nos hizo tal vez perder la posibilidad de haber
generado un cuarto anticuerpo, nos decidid a ophar por el wmétodo

de clonaje a baja dilucidn.

faf

lucidn de  las células procedentes

i1
£
-
£

1 clonaie a baj
ge los  tres pocillos seleccionados restantes, se efectud sobre
una capa de células nutridoras compuesta por PBLs alogénicos
irradiados, & una densidad gue oscild entre 0 v 100 células por
pocillo, en placas de microcultivo de 96 pocillos de fonde
redondo. Los nuevos culbtivos, a8l cabo Jz2 2-4  semanas, s8
ensayaron de nuevo para detectar la presercia de anticuerpos

antilinfocitarios en sus sobrenadantes de idéntica manera Que &n

£

lzs etapas previss. Agudllios & suboultives, oprocedentss de ceda
g de las ECLs  sometidas a clonatds, que presentaron uns mayor

nq-‘;

fi

widad (traducids en una DO mds slevada =r el méhodo CELIRR),

(i

# o

e scmetiercn & una nueva etapa de enrigueciviento, asl hasta un

]
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tal de 3 clonades
proceso de enviguecimiento,
log 5 pocillos con

un  posterior subclonal

enriguecimiento se

se selecciocnaron 3

con uns  actividad

sucesivos a bala

= -

una actividad més

dilus

ge escogieron,

alta.

Los resultados

hallan expresados en la

subcultivos de cada BCL o

antilinfocitaria elevads

takla 2.

a2

Finaimente,

primerc a pocillos individuales de placas de 48 pocillos, 24, 12
Células/ % Pocillos % Pocs
CIONAJE poclillio con células positl
100 74 18
1
=0 44 i8
100 &7 ZE
5
30 32 15
100 70 35
3
5C 43 22

Tebla 2.-

Resumen del

clonade a bala dilucidn efectuades con

de anticuerpos con actividad antilinfocitard

M

rendimiento de las

ague.las BCLs




v, por Gltims, & frasces de culltivo de 25 o=,

i.%.~ Profuccidn de heterchibridomas y clonije.

£

Una vez cbienidas las BCLs sscretoras de antiduerpos
mumanss  con actividad antilinfocitaria v propegadas hasta
consequir un nlmero suficiente de células  (5-10 millones
sereccionavon tres coultivos, congeléndose los restantes, gue s
denominaron RRL, RR2Z v KRI, procedentes <e cada una de las
lineas B injciales, que se fusicnaron con un mimers igual de
células del heteromieloma SHM-D33., Ios productos de estas 3
fusicnes se dividiercn en un total de 264 ([83x3) culbivos
primarios de seleccidn de hibrides, sn places de microcultive de
26 pocillios de fondo planc, en medic HATCO: en 190 de dstos se
produjo crecimiento de células hibridas, lo gue da un promedio
de un 65% de crecimientc de heterchibridomas en las Ires

ol

B 3 =3 Pt P 5 N S 9 Sy Yy T, P
fusicnes. Estos datos se exponen con méds detalle en la tabla 2.

Una vez maertas las células procadentes de  las dos
lineas parentales, lo cual wviene & sgucader al cabo de dos
semanas desde la incorporacidn de aminopterina v ocusbalina al
medio de cultive, los heterchibridos se manuvieron en medio d
celtivo va sin las dos mencionadas drogas. A partir de la
tercera  Semana, aproximadamentes, gl vrecimisnto de los

hibridomas es tal, que permite el estudic mediante CELISA de la

[N
[
L0



aotividad de los sobrensdantes de los pocillos con oélul

el

n
L=

su_.z

hibridas en crechmiento, frents a aguellals BCL{sY con la gu

o

habia reaccionado de fomma positiva la BUL parental. Mediante
esta téonica se detectaron un tohal de 49 sobrenadantes con

anticuerpos antilinfocitarios (tabla 3},

BRI REZ RE3

Pocillos con hibridos/ 47 /88 31/88 44 /88
pocillos sembrados

Porcentais 54% 92% 50%
Pocillos con actividad/ 14747 23781 12/44
pocillos con hibridos

Porcentaie 30% 28% 27%

Talla 3.~ Produccidn v ensave de "o heterobibridomss

chtenidos a partir de BCLs de 1& paciente RR

Dz aguellos  cultivos gque  oontenian hibridomas
prod res’ de anticuerpog con actividad sntdiinfocitaria, se
seleccionaron aguellos que eran dominsntes, s decir, sguellos
gue mantenides durante 2 semenas mds en culldve, ssguian

produtsiends  anticuerpos en sus  scbhrensfarites en cantidades



iguales © superiores a las encontradas en »l primer estudic. De
estaz clonas Gominantes asi selsccionadas, se  escoglsyon, ROy
razones prictices, log culiives gue se consideravon inherssantes
fen Funcidn de la mayvor DO obtenida en el ensayo CELIBA de sus
scbrenadantes). De este forma, se optd por la seleccidn de un
cultive procedente de cada una de las BCLs TRL, RRZ vy BRI, para
su posterior clonaje mediante el métode de dilucidn limite. EL

resto de  los cultivos positivos se conceld por motivos de

Con respecte a esta stapa de clongie, hemos de seflalar
cue, si blen se comenzdé el clonaje de los heterchibridomas scbre

ung  caps de ceélulas mutridoras corpuests por PELs alogénicos

irradiados, los medores resultados se obbuviercon

éstos por células con fenotipo de LIC-B CD21-, sin irradiar.

wodarse obtener en gran nimerc a partir de un s6lo paciente (de

11

uncs 10 ml de sangre hemos llegado & aislar hasts 1000xi0e

1
o
[
§w~:‘
)
)
by

de ser muy tolerantes al proceso de congslacidn-

&

ﬁescongelaciénf lo que permite tener almacerades gran ndmero de

&

viales con células congeladas dispuestas pars ser usadas en el

foeck

momento mads conveniente.

T

[

Finaslmente, y come resultado del subclonalie los

hetsrchibridomag, se alslaron 3 clones secrebores de anticuerpos

Gy

monoclenales humances de clase IgG dirigideos contra antigenos de

§ts
N
y



superficie presentes en la membrans linfouitaria. La sescrecién
de anticuerpes, por parte de estos heterchibridomas, ha sido
estable por un periode de tienpo superior & 15 meses, v han
scportado, asimismo, etapas de congelacion~desconcslacidn sin

perder tampoco su Ccapacidad secretora.

fob
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Z.~ CARACTERIZACICN DE 108 ANTICUERPCS MONOCIONALES HU

DETERMINACION DEL ISOTIEC.

Ios sobrenadantes procedentes de los  tres

o=l

Suust e

IMANCE

LONEs

alslados por presentar actividad antilinfocitaria de tipo 1oG,

se enfrentaron 2 un panel de anticuerpos monoclonal pe

£

irigidos frente & log distintos subtipos de IgG (IgGi-

asi como & antisuercs frente a los dos Tipos de cadenas ligeras

numenas {kappa v lambda), swmpleande une técorica de ELIZA,

Postericrmente, se procedid, tambisn mediante ELL

tres clones. Para sllc se cultivaron los heterchibridomas

nsidad inicial de 5xi0s codlulss por ml &2

la cuvantificacién de las ilomonoglobulinss  secretadas oo

mantenidndoge durante 1 semanz  sin camblar el medio, tras 1o

cual, se recogieron los correspondientes sobrensdantes
determing la concentxacidn de IgG fal vy como se indica

spartadc 5.3 de "Material y Métodos®.

en eL

Los resultades de todas estas determinaciones guadan

[
-
[#3]
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3.~ BSPECIFICIDAD IE LOS ANTICUERPCOS MONOCICUNALES HUMANDS.
3.1.~ reactividad scbre un panel de células portadoras de
distintas especificidades HLA.

10s sobrenadantes procedentes del nrecimienio del <lon
¢lCZ en medico de culltive durante una semna, 8 analizaron
mediante IFI sobre un panel de células de diversa procedencia
{ECLs, PRLg, etc.) que cubrian gran  parte de  las
aspecificidades HIA de clase I conocidas (ver tabla 5).

Para determinar la especificidas anti-HLA dz los
anticuerpos monoclonales humanos 222 v 34F11.  los sobrenadantes
procedentes de los clones c@“respondientws s sometisron a
andligls mediante IFI frente & un penel <de linsas celularss
transformadas con BBV, representativas de las especificidades
seroldgicas HLA de clase II wds comunes., Lstos resultados se
maiestran también en la tabla 35, en la cue puede cbhservarse
asimlsmo que las células T fuercon neget:vas con e8tos dos
anticuerpos.
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3.2.— Reactividad sobre un panel de lineas B linfoblastoides

pertenecientes al X Taller Internacional de Histocompatibilidad.

-

Con el propdsito de apovary wedor la concilusidn
obtenidz tras este primer estudic, de gue el anticusrpe

monocional humano SiC2 reconoce un determinante asociad

G
(3
5
h

Y
o]

especificidades A2 vy AZR (2 pesar de aber unas cuanias

excepciones cuye significade se discutiréd méds adelante), se
efectud un andlisis de las reacciones de dicho anticuerpo frente
2 un panel de BCLs procedentes del X Taller Internacional de

o T

Histocompatibilidad, mediante IFI; la tabla & nos rmuestra que
todas las lineas celulares  enseyadas portadorss de  las
egpecificidades A2 ¢ AZB, dieron reaccicnes positives con el

anticuerpe 9102, nmdentras gque no s enconiraron reacolonss

positivas en BCLs negativasg para estos antigencs HLA,

Al igual que con el monocliconal 9°C

¥

Z2R2 v 34F11 fuercon sometides &  una sorie  de tinciones

it

immuncflucrescentes adicionales con célules pertenecientes al

pE

8
e
0]
}Ma
gl
0]
.} '
phad
3

Taller Internacional de Histocompatiblilidad. E
datos se hallan expuestos también en la table 6,

apraciarse la  existencia de alcunas exitrarveaccicnss del
anticuerpo ZAZ con 5 BCLs negativas para la especificidad DOwi,

racteristica comin de ser portadcras, en cambic, de

et
@]
C
;

5
0
¢}
0
8]

iz especificidad DQw7 [(BM~16, LUY, LIZIL, RML y JVM).

fet
bm.m‘.'
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BEC31227 2 18 wid 52 5 s b
Eﬁw9 2z 35 w8 52 4 A - o
BM-14 3 7 4 53 k2] - = -
BRIP 24 54,63 wil 52 7 e - e
BSM 2 62 4 33 & e - -
DY) 2 57 7 53 g + e -
DEM 2 57 4,wic 53 5,8 G bt s
FPAr 1 35 wll 52 5 - s e
HEEE 3 7 Wil 52 5 - + + /A
HOM~2 3 27 1 5 o e + f
TES 33 65 7 53 Z - s -
JBUSH 3z 38 wll 52 7 - - -
JES-THOM 2 27 i 5 e e o

31 5% 4 53 7 - - s

1 35 wil 52 7 o - o

24,26 51,61 g 53 g - - o

2,11 62,38 4 53 8 e o -

30 13 7 53 2 - - -

2 &0 Wi 52 4 s - -
Z 45 13 52 5 e i g

26 18 3 52 2 - - -

woB,30 42 3 52 4 + - -

3 7 4 S3 8 - - e

SWELIGCD 28 &1 wil 52 7 - - -
TIST 24 35 wil 52 7 - - -
VEVV 1 8 3 52 2 - -
2 27 w6 2 - + S R
32 44 wl3 52 < - b

23 &5 4 53 8 - - -
13 35 1 5 - “—+ e

2 18 Wiz 22 7 et - -
2 i8 wili =22 7 et - e

Z 51 w8 52 7 <4+ - e

2 62 wid 52 7 + e “+

2 51 Wit 7 + - -

Tabla 6.~ Reactividad de los antiTuerpos moncclonales
humanocs S1CZ, 34F11 vy 2AZ, frente a un panel de BCLs procedentes

del ¥ Taller Internaciocnal de Histocompatibi .idad.
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-

3.3, Estudios de citotoxicidad.

—a

Con el propdsito de valorar la :doneidad de los tres
anticuerpos monoclonales obtenidos como reactivos pare el Tipaie
serolégico HLA mediante la técnice de microlinfocltotosdcidad
estindary (NIHY, s¢ procedid al estudic de la actividad
citotdxica de los mismos frente & un panel de linfocitos Ty
totales, en el caso del monoclonal 91C2, mientras cue para los

anticuerpos  34PF11 v 232 s utilizd un panel compussto por

linfocitos B ¥ r  célulag  procedentes  de pacientss

diagnosticados de LIC~B, gue presentaban mds de un 50% de

células linfoides de tipo B en sangre perifeérica.

Los resultados cobtenidos muestrar cue el antiouerpe
monoclonal humane  34F11, sirn diluir, puede corsideravse comg un
gxcelante reactive para el tipaie sercldgice de la especificidad
Hoia-D0wl  {ver tabla 7Y:; los cédlculos estadisticos permiten
asignar los valores gue se expresan a contivuecidn para cada une

de loz sigulentes pardmetros: Chiz = 27.00, r = 1.00, con un

porcentaie de inclusidn del 100%, poseyende este anticuerpo una
fuerza en ensayos de citotoxicidad de 7.3. For el contraric, los

ctros dos anticuerpos producideos, 91C2 v 2A2, no exhibiercn tal
patrdn de reaccidn; 91CZ fue incapaz de reconocer célula alguna
del amplio panel sobre el cual se ensavd, mientras gue el

anticuerpe 222  mostrd tan s8lo reaccicone

{in
el
5
&
L)
e
4
3
193]
-
(5]

excesivamente fuertes (50-60% mortalidad; & Iinconsistentes
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su respective  panel

se exponen de forma resumida en

de estudio.

ZAZE A VAL

BI+DR 0 3z BOwl + 4 iz

BZFIE -~ o 31 - G 11
Tabla 8.~ Estudio de la cltotoxicidad del anticuerpo
monoclonal 91C2 scbre un panel conpuesto por un total de £3 PRELs

con  diferentes corbinaciones

de antigenos HLA de

ciase I, v de 34F11 scbhre un panel de un total de 27 linfocitos
Ty células procedentes de LILC-B, portadores de distintas
espacificidades sercldgicas de clase II.
2.4, Determinacion del tipo de moldcula HILA reconocidsa.

La localizacidn del epitopo reconcride por cada uno de
ies tres anticuerpos monocicnales producidos se efectud mediante

iz inmovilizecidn especifica de  los

noléculag HLA, ubilizando, para =llo, antic

monomdrficos generados frente

especificas de cada locus.

g

uerpos monoslonales



El znpleo de cantidades adecuadas

monoclonal murino para

anticuerpe moncclona

el tiempo invertido en

-

rardmetres critices para 1
En este sentids, gueramos
detercidn de  las  actividades
anticuerpos moncclonales humanos
fus necesario prolongar el tiempo de la prix
un total de 15 h, mientrss que el

madieron ser detectadas,

Por obtra parte, para comprobar el
densidad &ptica obtenidos
necesaric llevar a cabo
ensayos {al menos 10)
diferentes anticuerpos wmonoclonales

tabla 9 quedan expre

o

optenidos para cada anvicusrpo monoclonal me
inmovilizacidn especifica de moléculas b
los anticuerpos monoclonsles ensayados

(desviacidn ssténdar)

considerados positivos.

inmovilizacidn  especifica, de

humano en

resaltar

praviamente

izands medio de

sgativos para cada anticuerpo

tanto de anticuery

b an, ang &
o deteccidn, asi como

cidn, son log tres

cidn de este ensayvo.

Py = . 1
vho de que para la

anti-Dw7? de los

. ..
“AZ, respectivamente,

-

era incubacidn hast

] 5 4 AR 3
ge densigac ”C}”w 8423

ves gue la media £5D

= : “
ondiente conTro.Les

monoclonal mirine, fusron
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Las figuras 2, 3 v 4 muestran ]

por MATLA de losg Tres anticuerpcos  ronocionasles humanos

producideos. EL estudico de la especificidad de estos anTicuerpos
habia revelado une zresctividad frente a los antigencs HLA-22

v AZ8

8

ENTICUERPO MONOCIORNAL MEDEIA +5D

W6/32 (&, B, C) 0.04 0.02
1243 (DR} 0.22 0.05
22 (D 0,03 0.02
B7/21 (DB} 0.04 0.02

M e

Tabla 8.- Rango de DO encontradc en el ensavo MAILA
para 108 controles negatives de ¢ada unce de los anticuerpos

a

monoclonales mairinos enpleados paras la inmovilizacidn especifica

para el monoclonal 21C2, anti-DOwl pare 24F11 asi cowo para

Zh7, presentandc este Gitimo algunas extrarreaccicnes oon

bt

células portadoras de la especificidad BOw?. Por medic de la
téonica MAILA, se puede demostrar que el epitope resconocido por
2l articuerpe 9%1C2 en las lineas celulares BM-9 (A2 v LZ-11

{278y, se& halla localizado en una molécula de clase I, miantras

124



gue los determinantes antigénices responsables de las reacciones
de los monoclonales humanos 34FLL v 202 con la linsa B
homocligota JES-THOM (DOwl), se encuentrsn situados en la
molécula DO, Por otra parte, el método o8 1o suficientements
sensible cormo para  infommarnos, asim sma, de  cus las
extrarreacciones de 2AZ2 con algunas células DOw7, se deben al
reconocimiento de un epitopo presente en la molécula D0 de la

BCL BM-16 (DQw7) por parts de este anticuerpo.

&



7

.
s |

A4

WE/aR L2443 TURE B7/21

Eg w f

WB/82: HLA=AB,C. LE4S: HLA-DR. TU22: HLA=-0Q. B7/2% HLA-DE,

Figura 2.~ Andlisis mediante MAILA del Upo de

-

molécula HLA reconccida por el anticuerpo menoclonal humans 9102
amye

sopre las lineas celulares BM-%: A2, B35, DRwB, Dowé, DPwW2, v

IZ~11: A28, Bwtb, DRI, DQwi.




Wesug L24%
Antleuarpo monoscional

BOL
S ves-THOM

WiE/32: HLA-AB,C. L248: HLA-DR. TU22: HLA-DQ. B7/2% HLA-DP,

igera 3.~ Andlisis mediante MATLA del  Tipo

[N
®

molécula HLA reconocida por el anticuerpo monociconal humanc

34741 sobre la linea celular JES-THOM: A2, E27, DRI, DQOwl, DPwd.

[
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TV e

Wesas L2483 TUzg
Antleusrpo monosional

=

it

BCL
S JEs-THOM

B7/21

We/sg: HLA=ABC. L24S: HLA-DR, TURE HLA-UG, B7/8% HLA-DP,

Filgura 4.- BAnalisis medlante MATILA del tipo de

molécula HLA reconocida por el anticuerpo monoclonal humano 2A%

-

schre las lineas celularses JES-THOM: A2, 327,

22, B8, DRwlz, DOw7, DPwi.

DRL, DOwB, DPws, v
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3.5.~ Estudios familiares de segregacién de las moléculas

reconocidas.

Los estudios de la segregacidn de  las especificidades
reconocldas por los anticuerpos monoclonslzs humanos producidos
en este trabajo, fuercon llevados a cabe en  individuos
procedentes de familias completas, procedeantes de las consultas
del Servicic de Hemetologia del Hospital Universitaric Virgen
cdel Roclo de Bevilla, a las que se efectud laz determinacidn de

.

su genotipo HLA, con wviste a la realizacidn de itx

)
g’
&
€]
3
E.w‘!
]
&
T
I
L
(0]

médula Ssea de alguno de sus miembros afacto de algin tipo de
sindrome linfoprcliferative. Paralelamentsz, v cuandce hubo

=

posibilidad de elio, se cbtuviercon BCLs de sstos individvos.

La determinacidn del patrdn 42 segregacidn de las
especificidades reconocidas por el monoclcnal humane 93102, se
k> &

llevd a cabe mediante tincidn inmunef vorescente de RBOLs

procedentes de diferentes familias portsdoras, en alguno o
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gl determinante reccnocide por $1C2 segregs con el complejc HLA
como un cardcter genético codominante en un total de 4 familias

1,

informativas portadoras de los haplobinos 27 o AZZ3.

5
1
i

la conclusinn obtenida tras =2

Para apoyvar meicr

primer estudic de gue los anticuerpos monoc.onales humanss 34F11
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v 2BZ  reconocen un &eﬁersz"%@e antigérice asovisdo oon la

0
o

especificidad HIA-DOwL, Se analizd Tanbidr gregacidn de

[

ambos anticusrpos en estudios de familias /tablas 10-13Y. Estos

dos anticuerpos segregan con el coplejo HLA como caractere

oy

codominantes en 4 familias informativas posevendo haplotipos
portadores de la especificidad DOwl, incluyvende, wuna de ellas,

un miembro con un naplotipo recombinants (tebla 133.

Azimismo, la denominada en un vrincipio

Taxtrarreaccidn” del monoclonal 222 frente & determinadas

*”“}

células positivas para DQw7, muestra, tal v como se aprecia en
la tincidn immmeflucrescente de la familis 62 sxpusstas en la
tabla 14, un  patrén  de segregecién compatible con el
reconccimiento de un caracter gendtice coodominants dentyo dsl

compledo HLA v presente en clertos haplotipos portadorss de la

3 g
especificidad DOw7.



REALUTIVIDAD

HAPLOTIPOS

BT, HLA g9iC2 282 34F1
CZ-11 &/ - = ==
et c/d En et e
CE-23 ajc - =+ +
Cz-21 2/ + - -
Ci~22 b/c o S fede
CF-24 bfc - e e

HAPTOTTPOS HLA:

a: 226  B4% DRSS DRwS2  D(w3.
jH; Al B8 DR3 Dhwne  Dowiz,
ol A3 B3ig Dkt DRt 2 DOl

e
wa

A2 B44  DR4 DRw33 DOw3.

Tabla 10.- Tincidn immnofluorescente de BIs de la

familia CZ con tres anticuerpos monoolonales Umanos.
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REAUTIVIDAD

BCL HIA g91Cz 2hZ 34FLL
Py-1l a/b - S b
P12 o/d - b At
PV-25 a/c - - +
PV-24 a/d + A /e
PY-22 b/c - (o e
FY-26 b/c - s e
AN b/d & -
PV-23 b/3 - + +
HAPLOTIROS HILA:

a: 21 Bl7  DREZ - DOwl,

b A28 Bdd  DR7 DRwWSZ I{wd.

o A3 B38 DBwo DRwdz  DOwl.

& 228 B35 DRSS DRwSZ  DOw3.

Tabla 1il.— Tincidn inmunoflucrescente de BCLs de

by

}]
et
=
et
[
4]
4

con tres anticuerpos monoclonales humanos.

o
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REACTIVIDAD
HAFLOTIROS

BCL HLA 9icz2 2A2 34FLL
JV-11 a/b - a4 o [
JY=12 c/d e = 4t
Jv-21 a/c A Ans ~+ s
5‘%“2 2 a/d P = -

JY=-23 b/d - —+ e

HAPLOTIPOS HiA:
a: Al B4G  DR5 DRwSZ  DOw3.
b:  Al1l B4Y DRwt DRwS2  Dowi.
c: A2 B40 DRI - ‘ DGl

d: AZ4 B7 DR3 DRwsz DQw2

Tabla 12.— Tincidn inmonofliucrescente de Blls de la

familia JV con tres anticuerpos monoclonsles humanos.




EAPLOTIROES

REACTIVIDED

BCL: HLA gic2 252 34¥11
QB-11 a/b &/ i o
QB--12 c/d - i b
QB-23 a/c aa a i
JB—-21 afc/i s - -
OB-22 /o - s e
CB~-24 b/d - e b

HAPLOTIPOS HLA:

i
%
o
[43]
iy

DR4

g
bt
to
Emta
[ve]

51 DRZ

a4
o]
]
i

TRS

&
gi
3

Bi8 DR3

Jd: AL BI®  DE3

Tabla 13.~ Tincidn
famillia OB ¢

DFwi3

DRWS32

DRws2

drmunof

on los anticuerpes monoclonales  humano

jre AN
DGl
Wl

D72,

luorescente de BCLs

[0}

REH
=3
2
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" HAPLOTTRCS REACTIVIDAD
BCL HiA 2RZ

G2~11 a/o 4
62~12 c/d
6227 a/c
€2~25 a/d +
62-28 2/a *

62~21 n/d -

Ed~d3 b/d -
62~24 b/d -

6226 b/a

HAPLOTTEOS HLA:

a: A2, B1S, DRwl2, DRwS2, Dw7.
b: 224, B8, DR3, DRwS2, IOwl.
¢: AL, BLS, DRwil, DRwS2, DOw7.

ds AZ4, BIE, DRwll, DRwBZ, {Qw7.

Tabla id.-  Tincddn immonoflucrescente
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amilia 82, con el anticuerps monoclon




3.6.~ Titule de anticuerpos v cédleoulo Zel cosficiente de

correlacidn.

Ia tabla 15 nuestra los resultedos coorrespondientss a

e

; T i T T
¥, del titulo de los

*ﬁ‘4
g

la determinacidn, mediante uns téonica de IF

e

anticuerpos monoclonales humanos frente a diferentes subtipos

Lad

y combinaciones DR-DQ de las especificidedes reconocidass por

¥
3 p
todgy
&
[£e]
Py
La3
[
Fas
B3
€ad
et
o
523
o
&

JES-THOM 2 27 : 5 i 40 85
YEl-d 4 Z 27 wigé & i 40 g0

HHEB 3 7 wild

o
e
B
o

S
o

ABC 31227 Z 18 wi4 5 T 40 40
JPE-TH 2 45,27 wil 1 HT 4G 80
-15 2 8 wiZ 7 Hr Wr ]
LY 2 31 W 7 Y NT Z

e

Tabla 15.— Determinacidn mediante IFL del titule de
anticusrpe frente a diferentes subtipos v corbinaciones DR-DJ de
las especificidades HIA reconocidas por tres anticuerpos

monoclonales humanos.




elios, El titule de estos anticuerpos nos de uns idead aproximada

g

de su reactividad frente & la especificidad HLA reconocida.

Teniendo en cuenta tode lo expuesto anteriorments,
modemos  confirmer, sin lugar a dudss, gue el anticusrpo

monoclonal  humano 9102 se halla dirigido frente 2 un epitopo

£

presente en los antigenos HLA~AZ v ARE. El coeficlente de
correlacidn (r} v el porcentaie de inciusidn para AHAZE de

este anticuerpo se hallan expuestos en la tebls 18.

EL patrdn de reaccidn obtenido con los ofres dos
anticuerpos  monoclonsles bumenos  se gsemede al de los
sloantisueros que definen la especificidesd HLADQWL, oue se
halla estrechamente ascclada a los anticencs HLA de class IT

TR, DRZ v BRwh., Por tante, ZAZ v 34FLl1 yarecen Ieconocer un

epitope presents en el antigenc IDOwl con una sign

2

{

wrrelacidn estadistice (ver de nuevo la tabla 16).



ANTICUERRD ESPECIFICTDAD Chi=

8
o8
foed

21Ce PV VAL

ot
o
»

3
)
3
&0
(639
0
(8]

34F11 DOwl 84,00 1.00 266

282 DOws, 63,408 0.87 100

Tabla i6.~ Cdlculo del coeficiente de corzelacidn vy

del porcentade de inclusidn para cade una de las especificidades

HLA reconocidas por log  anticusrpos monocionales umanos 2102,
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4,~ ESTUDIC DE ILAS EXTRARREACCIONES DEL ANTICUERPC MONOCLOMRL

Tras la celebracidn del Gltimo Taller Intemrmacional de
Histocompatibilidad en 1987, la especificidad DOw3 quedd
subdividida en 3 subtipos: Dow7, DOW8 v D@ (BT, Todag las
linsas celulares procedente: del ® Taller Inbternacional de
Histocompatibilidad, negativas para la especificidad sercldgica
TOwl cue habian exhibide reacciones potitivas, determinadas

mediante IFI, con el anticuerpe nmonoclonsl humano 2ZA2, eran

portadoras de la variante DQw7, siendc érte el Gnico antigeno

o

[
i
i
4019
p)
£,
j]
4]

48

HLA de clase IT comin a tTodas ellas. En la tabla 17 qued
reflejado este hecheo, aungue no todas 20w
reacolonarcn positivamente con el moncclonal 222. Este heche nos
andind a dintentar anslizsr la reactivided del monoclonal 2A2
sobre otras lineas cslulares portadorss de! antigens DOw7, con

el propésito de tratar de esclarecer si las extvarrescciones de

237 eran debidas a la swistencie de resobtividad oruzads con la

Bl andlisis ds la posible ssourda especificidad del
anticusrpo 252 se amplid mediante la constriceidn de un panel de
Blls positivas para la especificidad IOw7, definida, asi como

los subtipos DRwil v DRwlZ de  la especificidad sercldgica DRS,

I

é-z

&

[
L]

ante el emplec en immunoflucrescenciaz indirects de

4
139
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HLE Cadenas 00

A S T

BT DR ke Dw o o B 282

* LEL wid 7 16 - - = h
= BMLe wild 7 DB 2 2 3.L b fobt

LU¥ w8

=g
o
L
bt
M
i
LaF
€
[:e]
{ad
ot
+

= TV Wil 7 WNeww 2 - <o

TIST Wil 7 New - 2 3.1 -
* JBUSH Wil 7 5 4 2 3.1 -
* 30 528239 wii 7 5 - - -~ -
* JHAF 4 7 13 3 3.1 3.1 .

* Consanguinsas.

Tabla 17.- Patrén de resccidn del anticusrpo
rmonocional humano 222 frente a un panel de 3CDs portadoras de la

gspecificidad HLA de clase IT IOw7, proceientes del X Taller

Internacicnal de Histocompatibilidad,
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anticusrpos monoclonal marinos GSPBER.Z  {anti-DRwiid, IVDLZ
{anti=-D0w3)y, PLMZ [(anti-DOw7) v TIB3 {anti~20wd -+ Dows -+ Dowd +
alogunos DOwil., ILos resultados de la tabla 18 mues&x&ﬂ el patrdn
de reaccidn del anticuerps 222 frente & las células de este

manel, consistente con la  posible discriminscidén de dos

o

eb

én descrits

()\

subtipos de la relativamente reci

i

-

por parte de este anticuerpo monoclonal humano.

En la tebla 1%, gue ss expone 2o la pigine 143, ss
ofrece un resumen de la reachtividad del anticuerpe 282 frente al

panel de lineas B portadoras del antigens T,

[
P
[



monoclonal humano 22872 frente a un panel de

portadoras

HiA
BCL ETNIA~ A B DR O ZRZ
SWEIGROT c 29 &L wil i =
BRIP o 24 51, wil 7 -
TIET C 24 35 wil 7 -
wBUSH C 3z 38 Wik 7 -
JOBZ8239 c i 35 wil 7 =
Gi=12 c 3,24 35, wil 7 -
LE-12 C 26,30 18,38 wil,3 7,2 e
JV~-22 c 1,24 7,40 wil,3 7,2 -
L1141 C 3,30 i8,38  wil, 3 7,2 w
=11 c 1,26 8, 4 wil, 3 7,2 -
PV-21 C 26,28 44,35  wili,? 7,2 -
AAGTW C 3,32 40,4 will, 4 7.8 o=
ER-78 C 1,11 7.1 wili,4 7,8 e
MG~23 C 31,32 15,35 wili, 4 7.8 -
AR~ c 3 18, wil,4 7 -
TV C 2 35 wil ¥ e
41=21 c 2 i wil 7 e
“5=24 e 2,300 17,35 wii,3 7 e
2-12 o 2,28 17,81 wii,3 7,2 e
WP-12 c 24,32 18,18 wil,4 7.8 +
H3~-3 C 2 50,51 wili,4 7,8 s
RE-11 C Z 17,44 wii,7 i “+
V24 c 2,3 7,44 wii, 7 7,2 +
BM-i6 C 2 ia wi? 7 b bt
AR-86 c 1 8,35  wi2,3 7,2 *
26-11 c 24,30 15,17  wiz,3 7 + foit
£2-11 i 2,24 2,18  wiZ, 3 T2 +
BHS-TW C 2 35,48 wiZ, 4 i,8 -+
AR-93 c Z 35,4%  wiz,4 7.8 -+
RE-25 C 2 15,07 wizZ, w8 n =
Tabla 1Ba.- Patrdn de reacoién del anticuerpo

de

L&

especificidad DQw7. {(rontinfs esn ]

w . ’ o oy o 3
WL Dwi-negativas

[

sdo



BCL BINIA A B DR Dw 242

o
&
'y
o
[ 85
[
o
o B
H

=11 c L, 24 8,45 4,2 7,2 -
0E-21 c 1,2 18,81 4,3 7,2
ME-L1 c 2,31 38,51 4 7,8 +

AR-BS

-+

¢
[oe]
N

[y
<3
S
;,ﬁ!z
N

31
kmﬁ
Eas
{ad
]
3

LE=25 C 1,2 8,44 4,3 7.2 +
AR—84 c 2,24 37,51 4,7 T2 +

BR-61

3
[30]
[62)
-
3]
[tel
s
it
£
il
%
&
=
e
w §
S
]
4

MTZ=-27 c 23,30 35,44 wh, 7 7,2 +
LZL T 2 75 wid 7 5
Uy C 2 81 wh 7 +
BML AL p 51 wWig 7 e
¥ O cautdsico.

AT: indlo americanc.

Tabla 18b.- Patrdn de resccifn del anticusrpe
monoclonal humanc 2ZAZ frente 2 un panel de BCLs DQwi-negativas vy

portadeoras de la especificidad DOw7. (contiruacidn)
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.
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]

2RZ

HLA TOTRL N % N %
DRA S D07 g 4 50 4 50
DRwh /DCw7 3 Z - 1 -
it /DT 1 1 - ¢ -
DRwll/D0wT 23 ] 35 15 &5
DRl 2 /T0w7 7 7 166 ih ¢
CRwls /Dw? 1 i - i -

Tabhla 1%.- Resumen del palyrdn de reaccidn obhtenideo

mediante  lnmunoflvorsscencis indirecta con el anticusrpo

moncolonal humeno 2ZAZ, frente

la especific

&

at

=

=1

un

manel 4

dad HLA de clase 1T D0OW7.

2 RBCLs portadoras de

(=]
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4,1,~ Absorcidn del anticuerpo 242,

La absorcidn del schrenadante procedente del clon 222
con la BCL portadora de la especificided HLA-DQwW] JES-THCM,

climing la reactividad posterior de gste ¢l enfrentario fanto a

cédlulas DOwl {(figure 5} como agusllas lines

[}

celulares DOWT7 gue
habhisn sido reconocidas por el schrenadante sin sbsorber (figura
£t gon lo cue se descarta la posibis exdistencia en &l
sobrenadante de un segundo anticuerpe cor actividad especifica
frente a algunas células DQw7. Por teante, las rescciones
positivas frente & c8lulas portadoras de la especificidad DOwi,
asi como frente a ciertas lineas celulares Ui, se debsn & la

presencia de un Gnico anticusrpo.
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imd
1} Control negativo. 3y 2AZ.
2} Contzol positive. 4% ZAZ absorhide.

Figura 5.- Andlisis mediante histograms renresentando

intensidad de fluorescencls frente a nimere de células, de la
reactividad del anticuerpo ZAZ frente a 1a linea celular JES-

THOM, portadeora de la especificidad DQwl, previa v tras la

absorclén de la actividad anti-D0wl mediante incubreidn con la

B JES-THOM.
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1} Contrcol negativo. 3 ZAZ.
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2} Control positivo. 4} A2 sbsorhido.

Figura 6.— &ndlisis mediante histograma representando
intensidad de fluorescencia frente a nimere de cflulas, ds ia
reacitividad del anticusrpo 222 frente a la Jinea celular BM-16,

=1

portadora de la especificidad D0w7, previe v Tras la absorocicn
de la actividad anti-TOwl mediante incubacidn con la BOL JES-

THOM.




5.~ ESTUDIC DE LAS RERCCIONES NEGRAITVAS DEL ANTICUERPO

MONOCTCONAL HUMANG 91C2 SCOBRE CELULAS AZ y BEB.

Las especificidades 22 v A28, al igual gue «<esl todos
los antigenos HLA definidos mediante los métcdos de la ssroiogia
cilésica, no constituven un todoe homogdres, sino gue se ba
demostrade, empleando diversss técricas gue permniten diseccionar

orma més precisa las woléculas HLA, gue engloban w

{3 ]
0
%
oS
[}

determinado nimere de wariantes ya ses & nivel gendtico o

bioguimico. Asi, por eiemplo, enpleande técnicas de IEF, sz ha
pedido subdividir  la  especificided 22 en las wariantes
cencminadas AZ.1, AZ.2, AZ.3, A2.4 v R2.5 (38), definidas por su
diferente patrdn de migracidn a lo largo de un gel de IEF. En la
tahla 20 se muestra la reachividad del snticuerpo monoolonal
9102 frente a diferentes lineas celulares procedentes del X

Teiler Internacional de  Histoco tinilidad portadoras de

gistintos subltipos definidos por IEF del antigeno &2, En vista
e estos resultados, podenos descartar & los subltipos A2.2, AZ.3
v AZ.4 como responsables de las dos reacoiones negalivas sobre

sélulas A2 chservadas en =l anticusrpo 9107,

Por otrs te, la es
28 se  ha podideo dividir, en los gsublipos SwBB v AweS (60,
A su wvez, el antigeno Aws8 se subdivide en lag wvariantes

conoeidas como AweB.1 v Aw 68.2. Con sl propdsito de ahondar un



BCL SUBTIEC A2 ELIA gic2

JES~THOM 22,2 ¢ e
BMV—10 A2.2 £ +
ARG 31227 A2.2 ¢ s
DEM 22.2 £ s
W24 22.2 - e
BEM 22.2 { e
JVM 22,2 { e
ek A2 .2 L -+
Bi-5 BZ.2 e =
MADURE 22,8 4 .
Y 2.2 { e
Cray 22,2 ¥ ol
DKL AZ.3 ¥ & et
RML AZ.4 AT +
LEZL BZ. 4 iI et
=17 BZ.4 } i
BNE L. 4 k; e

* O paucdsico.
A7 indio americano.

M: mongoloide,

N: negroide.

Tabla 20.- Variantes, definidas nediante IEF,

especificidad 22 reconocidas por el anticuerpo monoclonal hum

ErS—
LA

252, determinadas mediante el aemples de uns téonica 4

©
[

N




poco mAs en las causas subvecentes & las reacciones negativ
presentadas por el anticuerpd humano 9.C2 sobre determinadas
oélulas del panel de estudio portadoras de la especificidad AZE,
se procedid a la tincidn flucrescente con el anticuerpo
monocsional mirine BB7.2, gue reconoce wn eplitope localizado
tantc en moléculas A2 como en el subtipo Awb2 (77, de un
pequelic panel de células portadoras de la especificidad A28, los

regultados que se muestvan en la tabla 20 nos pernmiten excluir

[

2l sublipo AwE9 come responsable de las reacolones negativas
observadas con el meonoclional %ICZ, v perwiten asigner a alguno
de los subtipos de AwEE la responsabilidad del patedn de
reaccidn negative, en concreto Aw6H.2 pervece el candidato mds

plausible como se discutird mis adelante.

i3¢



HLA MONOCLONAL

BCL A B gice BB7.2 SUBTTEC AZ8
JMM 28,32 14,18 - - AwEE
AR-51 28,33 14,51 - - riuats

12817 28,33

s
iy
[N ]
{n

§
i
£
&
£

BEH wel, 30 47 + - Awb8.1
CE-4 28,1 35,50 + - At B
223 28,1 51 + - AWeB
BV-12 ZB.3 35,38 + /4 - P
LZ=11 28 wh5 + - AWEE
45272 28,372 44,353 + - AwhE
PE~15 28,32 48,51 + - BwEE
gi~12 28,24 49,35 + - Ewed

Tabla 21.—~ Definicidén mediante (IFIL con el anticusrpo
menoclonal murino BB7.2, que reconoge las  especificidsdes HLE-
AZ+Aw6S, de los subtipos de la especificidad AZE reconocidos por

el anticusrpo mwonoclonal humano 2102, Todas  las BCLs enpleadas

procedian de individuos caucdsicos.
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V.- DISCUSION,



Los datos presentados en este i
descripoidn de la produccidn v aplicacidn

monoclonales  secretados  por tres heter

numanes, en el estudio del polimerfisme &2

tanto, parsce guedar de maniflesto que &l

la fusidn de Blis transformadas con EEV ¢

desarrollade por Teng v col. {83, 74y,

aplicacidn en la produceidn de anticuerpos

dirigidos frente 2 antigencs celulares

-

nolimbrficos. Asi, por ejenplo, Foung v col.

también con &xito este procedimiento pars
humanos frente a antigencs sritrocitarios,

de Hancock {

V
I
o
5—\«5
]
"l
¢

heterohibridoma estable productor de ant

nuranos especificos  frente al antigenc HLA-

A pesar de haberse conseguidc algn

-

produccidn de anticuerpos monoclonales humn

pEn  limitade,
.

e

productora de Tgs aln no se  comprenden del
pérdida de los cromosomas responsables

denas gue compenen la moléculas del  antic

0

e

s
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o
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[
831
(98

- s «
apLifalo a i

gl eamples de la téonica de transformas

s e . ;
rincipelmente a causa o4

inherente de la produccidn de anticusrpos por

Las razones subyacentes a esta desapar.

2 la produccidn de Igs es una cons

ibaso congtituven una
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heterogensidad de lags lineas B, gue <3 como resultado la
invasidn del cultivo por céliuvlas no deseadas. En  este sentido,

LR Tal

incluso una pequela aceleracidn

en el clcl

Tl o S g oy
3 Celllar Conducl

gventualmente, al dominio en el cultive dz uno o de algunos
clones, a menudo con desventaja para 2l clon productor del
anticuerpo especifico. La sclucidn obvia seria el clensde de
ias células productoras de mticuerpos, perc,
cesafortunadamente, los procedimientos tradicionales de clonadje:

ilucidn limite en cultive ligquido y crecindento en oolonias en
medic semisdlide ({Ycluster picking™), no son aplicebles a las
céiulas transformadas con EBV con la misma sficiencis gue cuando
se emplean para los hibridomas murinos (%2, 93). En general,
resulta  muy dificil crecer células Linfoblastoldes &
concentracionss menores de 10 células por pocillo en cultivos
liguidos. Aungue elgunos autores ha cescrite éxitos
esporddicos, las  lineas  linfoblasteidons  productoras  de
anticuerpos especificos fuercon obtenidas uwsualmente & partir de

ltivos con mds de 10 ¢élulas por pocillo (94, 95), por lo que
no se pueden congiderar clonadas en un sentido estricto, v tal
ver reguirisron etapas de reclonade adicionalss o resuliaron
clonadas de forma Yespontines™ durante el ¢uitive a largo plazo.
Fn el métode altermativo de "cluster plciing”, el crscimiento
celular se obtiene tanbién a razdn de més de 1 célula por
pociltle; sin embargo, mediante sucesivas transferencias, se
produce  un  enriguecimients de las céluoas productorss del

anticusrps deseado.
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anticuerpos monoclonalss humanos mediants
BBV, radica en el fendmeno denominade “sens
ez  probablemente wna  caracteristics
trangformadas con este wvirus (86). Algun
muestran una capscidad declinante para
{senescencial, v se convierten en células o
una morfologis plasmacitoide, lo gue sugier

la infeccidn con EBV pusda induciy una ac

£

Otre obstdcule para la produccidn a large plazo de

transfor

8 NG pro
podarosame

“ivacidn immuncldgica

ce las células B gue las conduzca a su difer

Como  consecuencia de esta diferenciascidn
perder receptores pars factores de crecinm.

devter de responder a factores autocrinos.

A pesar de todos 1oz problew

técnica de transformacidn por EBV, no es por

(D

humanos ¥ genera un  gran nmerc de ©

=

8 e existen ©
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ello wenos

gue este wvirus transzforma muy eficientemenie a los 141

anticuerpos, de modo que se incrementa la podd

iy

con éwxitc aguellos clones secretores  del

1 desarveolic de una célula vara

proporcione hibridos estabhles, es la ssgunda parte

s =

solucidn el problema gque constituye la

A

anticuerpos monoclonales humanos. Resu.

s
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transformacidn por EBV de linfocitos B de sangre periférics de

individuos inmunizados, puede ofrecer las 8lulas idesales

5

ra

la generacidén de hibrides. En este sentilde, seleccionamos una

i

paciente en lista de espera pars trasplente renal, lomonizads
frente & distintas especificidades HLA come congecuencia de
recibir un total de cince transfusicnes <2 sangre. Después de
swponer log PBLs alslados de dicha paciente & EBV transformants,
Las cédlulas se sembraron en placas de microomulitive, en las que,
al cabo de unas 3 semenas, aparsciercon ¢olonias de células B
transformadas. El sobrenadante de los cult.vos de cada pocil

se engavyd, entonces, mediante una técnice de ELISRE gues utiliza

células enterss f£ijadas como antigeno, dAstectdndeose actividad

M

%ﬁ
@4

ntilinfocitaria en, aprowimadamente, el 4% de los pocillos.
cultivos positivos se  diluyeron v sambrareon de  nueve
nsayéndese otra wvez, al cabo de otyas 3 semanas para detectar

actividad antilinfocitaria. Este subcultive se repitid algu

=

b
141

veces, selecciondndose durante tode el procesc los cultives

e

cuyos sobrenadantss presentaban una actividad mds elevada,

», = o

Este procedimiento se desarrclld como un método 4

0]

3 sy g 5
LLas BECretolas e

nriguecimiento v propagacidn de aguellas <€l
anticuerpos con actividad entilinfocitaria, v pudsto gue se basa
en un process de seleccidn de las cfiulas productoras de
determinados anticuerpos v la eliminzscidn de las codlulas no

especificas, demuestra posesr un efece significeltdive de

clonaie, Iincrementando, de esta forma, la probabllidad de que

>
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algunos subcultivos preductorss de anticuerooes antilinfocitarios
se gonviertan en sublineass  estables Las  sublineas asi
sstablecidass, se hallan enrviguecidas de cilulas productorss de
anticuerpos  especificos e, indudablemente, aunsntan la
posibilidad de formacidn y aislamiento de hibrideos secretores de
antlicuerpos con actividad antilinfocitaria itras su fusidn con
el heteromieloma SHM-D33.

Lag células resultantes del proceso de fusidn fueron
fraccionadas v sometidas & un procese de seleccidn en medio
HATO. En este medic sslective s pueds observ una gran
mertalidad durante los primercs dias siguientes & la fusidn,
chservandose Tan sélo unas pocas células sunervivientes scobre lo
cue podriamos calificer de una escena do devastacidn., Hstas
células hibridas que logran scobrevivir, que morfolégicamente
parecen células del  hetercmieloma  parontal, comlenz a
dividirse v generan clones de céilulas gue se hacen wisibles al

invertideo de contraste de fases

posteriores &  la  fusidn, aungue, en SiguUnos  Cascs,  su
crecindento se retrasa haste 20 diss, Hablituaimente, estss
clonas llegan a recubrir teda la superficie del poclillic a los
15-30 dias. Dado que no todes 1os cultives en los gue se
subdivide una fusidn crecen &l mismo Tienmo, debe adoptarse un

comprondse pare f£ijar la fechs del sstudio de  los sobrenadentes
v detectar ios wultivos productorss  de  anticuerpos
antilinfocitarios. La fecha de estudio de sohrenadantes oscild

[
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espués de la fusidrn.
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Debidc a gue nusstroe objetive era la produccidn de
articuerpos monoclonales, los cultives gque oresentaron actividad

o

antilinfocitaria se clonarcon por dilucidn limite, A pesar de gue

ﬂ‘

. la mayoria de las descripcicones de 1z mwetodologis de

nibridomas pare la produccidn de anticusrpos monoclonales bilen
gean murinos o humanos, se recomlenda el ciongde de los hibridos
nroductoras Lo antes posible, dado que partimos de une poblacidn
de BCLs altamente enriguecida en aguellas células responsables
de la profuccidn v secrecidn al medio de los anticusypos con
actividad antilinfocitaria, no creemcs cue ssta  staps ds
clonacidn deba reallizarse tan proamaiuranente cuande se estén

obteniendo anticuerpos monocleonaies humaneos mediante el método

fe fusidn de vna BCL con un heteromislioma.

Con relacidn a este Tema, rewulta de inhberés el

sefialar gue el heteromieloma SHM-D33 emploadc en este trabajo

debido & sus Imenass propledades de fus dn v elevada tasa de
crecimiento, en nuestra opinidn, dista un tanto de ser la
solucidn ideal &l problems de lz Disgueds de  un compaiiers de

fusidn efectivo para la generacidn de heerchibridog estable

4]

secretores de  anticuerpos monoclonales humenosg. El cariotipo de
este heteromiseloma indica gue posee un totil de 83 crowoscomas,
de les gue 73 son marinos vy tan o & lumanos {63}, Algunas

fusiones de células humanas efectuadas con  SHM-D3Z indican gue,
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aungue hay  una meyvor retencidn de cromosomas humanos
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corraspondientes con mielomas murinos, la pirdida, no obstante,
exigte [863). Bn estas condicionss, no seriz sdecua
clenaje de todos los cultivos positivos obtanidos despuds de la
fusidn, va gque puede sucederncs gue despads de invertir mucho
tiempo en el clonaje de un heterohibride, que es ademds harto
engorrese, vy en el supuesto de que éste tuvieras éxito, p
encontrarnocs con que las células hubleran pardide prematuramentes
gu capacidad secretoria de anticuerpos. Por este motive, creemos
gue para la produccidn de anticuerpos moncclonales humanos
empleande el sistems descrite en este trsbaje, es conveniente
postergar el cleonaje de 1 a 2 semanas despuss del primer enssyo
de la actividad de los scbrenadantes, v asegurarnos de tue el
cultive continla secretandc anticuerpos Trente a sstructuras

presentes en la superficie linfocitaria.

Lz estrategia de clonade seguidas en el caso de los
heterchibridomas es, pues, la siguiente: desmés del primer
estudio de logs schrenadantes, el contenido de los pocillos
positivos se pasa & cultivar en potillos cada vez maynres, ¥ ss
mantienen de esta forma durante 2 semanas. Tras este periocdo de
tiempo, se reanalizan los scbrenadantes; auellos cultivos gue
mantienen su actividad o la aurentan se conservan, v los que no
se eliminan. De esta foome averiguames si estos cultives
secundarios positivos contiensn  clones que, o© ien son

dominantes, © por lo mencs ne se hallan en situacidn de clars



inferioridad con  respecto a otros clones. Estos culiivos
interssantes serédn alicuotados: unas alicucias serdn congeladss,
misntras que las tres, procedentes de cads una de las liness B
parentales {Rmﬁy BRZ v RR3Y, gue hayan pressentade la actividad
antilinfocitaria mds elevada, pasardn 3 ger clonadas por
dilucidn limite. La congelacidn de los cultivos en  este momento
solamente se realiza por motivos de ssguridad de la clona
productora.
ElL clonade en este momento tlens  unas elevadas
posibilidades de éxito, v de hecho Ioiles nuestros coltivos
tratedos de este modo, pudieron ser clonades, Una vez evaldos a

cabo dos  clonades sucesives en estas condid
un minimo de 10 viales de cada uno de los

liguido, ¥ sus preductos pasaron

la determinacidn precisa de  la

-

WA

especificidad

log tres clones de cflulas

s

de PBLs v BCLs alslados de diferentes indivl

homocigotas para los antigencs HLA pro
Internasionales de Histocomstibilidad, =&

andlisis de segregacidn de la especificidad
celularss procedentes de  los diferentes
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informativas para las especificidades HLA raconocidas.

Bl andlisiz de la especificidad de los anticuerpos
monoolonales obisto de este estudico, muestrs gues los procedentes
del clon  81CZ2  reaccionan con  células que portan las
egpecificidades HLA-AZ o AZB  de forme estadisticamente
significativae. 8in enbargo, la correlacidn entre AZ+R2E ¥
nuestro anticuerps, no fue del todo conpleta, encontrdndosse
algunas discrepancias en un panel local ¢z células elsgidas al
azar, no obhservadas en lineas celulares homozigotas para los
antigenos HLA. Una expiicacidn simplista de este hecdho peodria

gpovarse en la existencia de una diferencie en la concentracidn

-t

de determinantes antigénicos expresados por estas célulasy los

-

determinantes serian mds numeroscs en células howmozi
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una detenminads combinacidn de antigencs HLA, gue pars las
heterozigotas., No obstante, otra explicacidn, fal wvez mis
aproximada al problema real, estriba en gus tante los antigenos
BZ como A28 expresados por las células  cegativas para 3102,
representan subltipeos de dichas especificilades que carcoen del
epitopo reconccide por este anticuerpe, indistinguibles de las
positivas mediante tipificacidn esténdsr con aloantisuerc

convencionales.

Durante sstos Sitimos afios s& ha avanzado en el

estudio del polimorfismo de los antigencs &2 clase I wediante el

-

uso de diversos métodos, entre los gue sz incluven clones de

(e



células T cltotdxicas, IEF, anticuerpes monoclonales v enzinas
de restriccidn, ademds de los antisuercs convenocionales, des
forme que ha gido  posible  subdividir alaunas de lag
espacificidades HLA "clédsicas™, siendo HLA-AZ v A28 un buen
giamplo de ello. Hasta la fecha, se han ¢aracterizado hashta 10
alelog diferentes de HLA-AZ (97) mediante determinacidn de su
secuencia proteica o de DA (tabla 1), que difieren entre si en

sustituciones de clertos amincdcides cuye rimero oscila entrs 1

£y
42

tos subltipos de AZ pueden ser clasificsados en 4 grupes,

e concordancia con la naturaleza de sus diferencias pon el

o

antigeno prototipe A2.%1; asi pues, existe un primer grupo que
incluye A2.2F, A2.2Y v AZ.4c; un segundc grupo gue comprende

exclusivamente a la variante 22.3: sl Tercer grupo consta de los

astd formado por AZ-LEE  ({97). Zuncue log datos concernientes a
la distribucidn étnica de los subtipos de 22 no abundan, parsce
ser gue el sublipo A2.1 [equivalente & la variante AZ.7 definida

mediante IEF) comprende el B9% de  lng aleotipos ds la

especificidad A2 en la poblacidn caucdsice (38}, mdiéndoss

078, Los subtipos AZ.3 v AZ.IFE parecen estar restuingideos a

individuos de procedencia oriental (61, 99, 1003,

La mayoria de los aloantisuercs humanos ne distinguen

22

gﬂ
ot
{L

entre los diferentes subtipes de la espscificidad

L2

ugiere  gue tal wvez  la  meyoria de los determinantes

bt
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BLETD ESPECIFICIDAD BOUTVALENTE PRAVIO HEFERENCIAS

A=0201 HLA~AZ AZ.%

]
%»\A
Bt
<3
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L3
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4
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270202 HLA-A2 AZ.2F 102
A*0203 HTA-AZ 22.3 102, 10
A*0204 HTLA-A2 - 104
A*0205 HLA-AZ A2.2¢ 103
A*0206 HTA-A2 A2.4a 105-107
A=0207 HLA-AZ 22,45 108
A"0208 HIA-A2 22.4¢ 108
#0209 HLA-A2 22-0Z3 110
270210 HIA-AD AZ-TEE 111
A"6801 HT 22368 Aw68, 1 112
#7682 HLA~Aw58 AW68.2 103

A*680L HLA-BwES - iz

Tabla 1.— Designacidn de los aleiog HLA de clase ¥ A2
v A2E,

aloespecificos no resultan afectades por el polimorfisme de los

diferentes subtipos. Esto puede explicarss por el hecho de que

= w

machos residocs polimdrficos se hallan localizedos en el fondo

de la hendidura o tlenen sus cadenas laterales apuntando al
intericr de dicha hendidura a la gue se liga el péptido
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antigénice para ser presentade, vy por tanto, no son facilmente

[l

ooesibles a2 la unddn directa del antiouerpo. Mo obstante,
pueden distinguirse algunos subtipos medlante el uso de
anticuerpos, lo que se ha aprovechado parz el mapeo sercligico

de ciertos epitopos. Entre estas excepticnes se encusniran los

RE
8

anticuerpos monoclonales murinos CR1II-351 y BB7.

Bl anticuerpo monoclonal CRIL-351. especifico para 1os
gencs AZ+A28, no reacciona frente al subtipe A2.3; el
epitope reconocido por este anticuerpe resulfa criticamente
afectado r un canbio en la posicidn 149 de gu cadena
peptidica, pero no en los residuos 152 ¢ 120 de la molécocula AZ.
113, 114). A su vez, el anticuerpo menoclonal BB7.2, especifice
para los antigenos A2+Aw69, no es capaz de reconocer la variante
A2-TEE {81}, v el correspondiente sepiiopo implica de forme

criticos al residue 107 {114, 113},

Por su parte, la especificidad A23 se ha dividido en

dos subtipos 2Aw68 v AweYZ {ver tabla 1). El antigeno HLA-AWES se
identificd como un subtipo mencr de A28, qus podia discriminarse

fe AweR en virtud de uns inesperads reaccidn con los anticuerpos
monoclonales murines PAZ.1 v BE7.Z2, gue son, por otra parte
enteramente especificos pars A2 (116, 117). Estudics posteriocres
han confirmade gue AwEY es, en real.idad, una molécula
recombinante gue presenta identidad con AwSB en el primer

dominio extracelular {al), e identidad con A2 en el segundc y

14



tercer dominios extracelulares {02 v o3} (1173,
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maede ser subdividideo, a su vez, mediante [EF en dos subgrupes
con diferentes punteos iscelécitricos: AwdBa v Bwe8bh {118y,
mientras gue los datos de secuenciacidn obtenidos por Holmes v
col. (104) dividen AweE en las subvariantes AwS8.1 v BwEB.Z, gus
difiersn entre s3I en la sustitucidn de & nuciedtidos. Ias
sustituciones encontradas en Awg8.2 condusen & gue sl producto

orotelico possa un cardcter mis hdsico, v puaden ser responsables

de lag diferencias en el punto isceléctrice encontradas en lo

[2]

gstudios realizados mediante IEF; asi, a5 posible gue 1z

variante Awtdh corresponda al mismo proeducto génico gue AwBE.Z,

Retomando el hilc de nuesira discusidn acerca de las
reacciones negativas del anticuerpe momoclonal 2102 con ciertas

células portadoras de las sspecificidsdes HLA-AZ o AZE

94"
P
ﬁ

deciy gue aungue no encontramos explicacidn pare laz reacoio
negativas con las dos células AZ, puesto gue las variantes de AZ

definidas por IEF v representadas en las ¢ ulas del panel del X

cOomD |n

&3

Taller Internacional de Histooompatibilidad, asl
lireas celulares KNE, portadora de una variante del subtipo
2Z2.4, v DRI, que rspresenta el subbips AZ.3 presents en

&

individuos orientales, analizadas eén la Tehla 18 del capitulo

cade &  la  exposicidn  de resuliados, reacclonaron

3,
G
H

positivamente con este anticuerpe, es de destacar, no obstants,

el heche de gue una de las células A2 negativas con 2RZ [EBNITA),
fue aislada de un individuc hindd, dertras gue lasg demis



células A2 del panel de testaije, proc
guropeos caucdsices, no ofrscisron tal anow

grupo. étnico del individuo del gque se
portadora de la especificidad A2 que @
negativa con el anticuerpo S1C2 {(ASPGARR). D
se pudieron cobtener BCLs de estos dos
posterior andlisis ds la posible varis
especificidad AZ expresada por estas célu
seroldgicos llevados &  cabo durante
Internacional de Histocomatihilidad, se

catrones séricos de reactividad para A2 e
de individucs caucdsicos asi como en orients
unideo 2 la existencia de hasta 10 sublipe
A7 {118}, nos induce a pensar gue esta

e

antigene AZ puedan ser las responsables &

<
P
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antiruere monoclional 9102

Considerando ahora el comporitam

:

wnocional 2102 frente a células portadora

geroldgica  AZ8, que se observan
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2l hecho de gue 5 de las & células negatl
antigeno Bl4., Hace ya algunos afios, H
vitilizando un  sleoantisuero, describleron
sspecificidad AZ8  gque denominaron  en

¥ cue s& hallaba
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ligamiento con el antigenc Bl4. Bus resul

con los de Belvedere vy col. (120}, sugerian

de origen mediterrdnec, en conitvaste con

en las poblacicnes del norte de Burcopa. De

variantes de A28, en concretn pensamos gue
contribeirian, &l igual que en el cas
reacciones negativas observadas.,

Los anticuerpos

ferente tipo de cadens

e

Dwl, Bste dato, unido al diferente patydn

e
st

o8 monoclonales humanos, constituve

concepto de  que raconocen dos

diferentes presen

=

interesante

T ] The
monoclonal 24F1L,

o

wiret sentay reacciones citoldxicas frente a

seroldgica Por ¢

DQ%’ o

o de tipaie seroldgico

w

de la microlinfocitotoxicidasd estéindar del

El anticuerpe monoclional

wanera similar & 34FL1

vortadoras del antigeno DOw7? indicadas. La ¢

s
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HLE de clase TY codificado en &1 locus I que se encuentra en
foerte desegquilibrio de ligamiento con DR4, DRSS vy TRY, aundus
también puede estar presente, si bien de forma esporddica y como

i

asociacidn DR-DQ no habitual, en clertos naplotipos, entre lo

ti

ue se incluven DRw6, DRwS, DRwi€, v el haplotipo BwS7-DR7T (88).
Tras  la celebracidn del  dltime  Taller  Internacional de
Histocompatibilidad en 1987, se reconocieron v designaron ds
forma oficial tres sublipos de ls especificidad Dowdy DOWT, DOWE

:

v DOw%., Casi todos los haplotipos DRS <de etnia caucdsica ss
hallan asociados a  DQw7, lo que Ttanbién sucedes en
aﬁrox;r@camepte el 40% de los haplotipos DR4; en particular,

+ v

Dow? parece hallarse en desequilibric de ligsmiento con B44~-DR4,
2l resto de los haplotipos DR4 s asocia & la wvariants
denominada DOWEB, cue se halla, 8 su vez, en desequilibric con
BwBO-DRE v Bwg2-DR4.  Una  poblacidn de haplotipos DR7,

concretamente BwS7-DR7, s8¢ halla asociada & DOwS, también

presente en los haplotipos DRS (88).

Existen diferentes eiemplos de anticuerpos
rmonocionales murines ¥y humancs que presentan rescoiones cruzadas

ntre dstintos antigenocs DQ: el anticuerp: de ratén TIB3, por

especificidad DQwl, excephuendo algunas DO@5, sino gue reconoce

ramoidén  las especificidades D0Ow4, DOQwB v DOwS (88}, EL

wv

Ticuerpe monoclonal humano Tr3iZ, por s parte, presenta u

patrdn de reconocimiento antigénico bastante similar al de IIB3

oo
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yva que reacciona con los haplotipos DQwt, DiwB v DOwo (121} .

El anticusrpo monoclonal ZAZ oses un patrdn de
reaccidn muy interesante, puesto que, adermds de la especificidad
degorita antdi~D0Owil, el andlisis de las reaccicones obtenidas
frente 2] panel de BULs portadoras de la especificidad DOW7T,
sugisre la existencia de dos wvarlantes de este antigeno; el
subiipo 2AZ-negativo, gque parece asociarss preferencialmente a
iz especificidad HLA-DRwLL, mientras que L& variante DOw7 ZAZ-—
rositiva se ha detectado en todas las célu as DRwlZ ensavadas,
agl corc en ocliertas ascclaciones DRI infrecuentes. Ia
gspecificidad DR4 no parece, & la viste de los resultedos, tener
preferencia algunas por asociarse con una u okre variante. Por
otra parte, log datos gue se posesen acercs el tipe de cadena ¢
v B de aguellas BECLs pertenecientes a. panel del X Taller
Internacional de Histocompatibilidad, apuntsn & la cadens DOB
como la responsable de las reacclones positivas de clertas
células portadoras de la especificidad DOw7, con el anticuermx
287, va gue las cedenas DQu difieren entre odas sstes Blls v se
hallen presentes en otras cilulas de est: pansl asooisdas a
distintas cadenas DOB.

Los andlisls sercldgicos asi ocomo los  efectuados
empleande RFLPs efectuades en sl transcurse del ¥ Taller
Internacional de Histocompatibilidad en 1387, apuntan & la
existencia de una clerta hetercgensidad en a especificidad DOW7



{88y : de esta forma, parsce haber diferencics en RFLPs dentro de
U, dependiendo de su logalizacidn en un naplotips DRE o DR4.
Ia existencia de dog fragmentos, ¥om I do 12.8 kb v Eoo RV de
14.5 kb, wvisualizados mediante hibridacidn con  una sonda
especifica pare el gen DOB, v gue se encuentran pressntes an
células DR4-DOW7 perc no en células IDHS-DOW7, suglere tal
heterogeneidad. Oitro dato & tener en cuenta es el patrdn de
reaccién de dos aloantisuvercs estudiados on dicho Taller fen

concreto 5360 vy B38Ly, parecen &

ién discriminar dos

subtipos del antigene IQw7, gue se han denominade, en un
principic, DOw7.1 v DOW7.Z: 85tos sueros evan capaces de
reaccionar con la ﬁayaria de las células portedoras del
haplotipo DRE-DOW?  (DOw7.1}, perc ersn clevamente negativas con
ung subpoblacién {(L10-18%, DOw7.2), v rszaccionsban . de igual
maners con, aproximadamente, el 20% de las oélulas R4 ensavadas
(88). Por otra parte, el clon de células 7T denominado BEM.CZI,
(122) parece tener también especificidad para la misma poblacién
de gélulas DRE-DOWT v ausenclia de resct widad con DES-DQWY,
mostrando, de aste forma, corvelacidn con los datos obienideos de
1o patronss ds RFLP. Todas estas obssrvacicnes apovan la
interpretacidn de la existencia de dos  subbtipes de la
especificidad Dow7. MNuestre anticuerpe monoclonal humano ZAZ,
Tues, parece poseer un patrdn de yresccidn oouesto al del clon de
células T BM.C3 v al de los dos aloantisuerns mencionados antes,
va gue e8 negative ¢on la mayoria de las BCLg ensayadas
portedoras del haplotipo DRwil-DCwY, oue  comprends, ssglin

<
EN
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1

nuestros sstudios el 85.7

publicados), mientras que las
mositivas con 282, comprenden el 14.3%. Agimismo, los estudios

L

de distriluecidn de las

o

specificidades DOWT v DOwE o2n oélulas

DE4 (123, permiten asignar un valor del 40.9% a la presencia

del haplotipo DRE-DOwWT? en la poblaci loesal, mientras que sl
£3.6% posee  la combinacidn DR4A-DOWE. Todes estos datos parecen
apantar a la posibllidad de gue la wvarlante de DOw7 ZAZ-negativa
se corrssponda con el subbtipo DOW7.1, mientras gue la variante

D] 2RZ-positiva se corrvesponderia con el subtipo Diw?.7.

La téonica de ipmovilizacién especifics mediante
anticuerpos monoclonales de glicoproteinas de  la superficie
celular se desarrclld originalmente para plaguetas  (MRATEA)
{124}, ¥ postericzmente para estudios aercliégicos amplesndc

wélulas linfoides como diana (76). El ensayo requiere

.
oW

=

disponibilidad de anticuerpos monoclonales murinos especificos
para epltopos monowdrficos diferentes do los determinantes

antigénicos alegénicos frente a los gus wvan dirigidos los

=

anidcuerpos humanos, puesto gue si no se cumple este reguisit

wuede  tener lugar una inhibicidn competitiva entre los
anticuerpos monoclonales murine v humano, ¢le ccasicnaria falsos

negativos.

aQ

En nuestro laboratorio hemos adapado este ensayo par

la determinacidn del tipo de producto, procedente de diferentes

171



loci  HLA, frente al que wvan dirigides los anticusrpos

monoclonales humanos obtenidos. En este sentido, el ensayo MATLA
resulta superior con respecto & otres métodos tradicionales
tales cono  radioinmuncoprecipitacidn oy "Western  blot”
(”jﬁmmﬂcbloﬁting“}, va gue no reguiere la utilizacidn de
radiactividad, es menos tediose vy ne consume tantc tiempo, v
sohre todo, porgue nos proporciona informacidn precisa, en el
caso de los anticuerpos monoclonales humencs dirigides frente a

moléculas HLA de clase II, del tipo de molacula recono

¢ }
ot
B
%:;

mencionados antes, puesto gque el pesc molscular ds todos zstos
productos HLAE de clase IT ss el misme, v habris gque recurciy a
técnicas de electroforesis bidimensional o de

immuneprecipitacidn secuencial para este tino de determinacidn.

51 se comparan los datos v resultados mostrades en 2l
mresente estudic con los de slgunos obros en 108 Que se
persiguid idéntice objetivo al nuestreo, es decir, la produccidn

de anticuerpos monoclonsles capaces de resonocer determinantes

o
s

polimdriicos de antigenos HLA, Iinmunizande ratones con células

linfoldes humanas (127), nos llame poderosamente la atencidn sl
hecho de gue, & pesar de zer los enitigenos HLA Dbuencs
inmundgenos en rabones, puesto gue son las moléculas de
superficie més expresadas en wvalores absalutos, tan sdlo se
consiguen vn 2-3% de  fusiones que resulten en células hibridas

o

productoras de anticuerpos monoclonsles divigidos frents a

E..é
j
[\



determinantes polimdrficos presentes en mo éculas HLA (127). La
explicacidn de esto radica en el heche de que el nlmerc ds
determinantes rmonomdrficeos expresados por lus diferentes cadenas
que componen un clerto tipe de molécula HLA  es muy  superior al
de determinantes polimdrficos, gue se concentran, en un nimero
reducide, en determinados puntos de las cadsnas de los am%ﬁg&mﬁs

o

HIA. Bl predominio de loz determinantes monomdrfices explicaris

fomt

g -

el hecho de que, en la prictica, ss obzenga un ndmers muy
reducido de anticuerpos monoclonales dirigidos contra

determinantes pelimdrficos en el modelo muy no.

Lz obtencidn de anticusrpos monocionales humancs gue
reconozean determinantes polimdrficos en moléculas HLA, & pesar
de requerir, en principio, un esfuerzo adizional y la solucidn
de los problemas que plantea el clonaie de los heterohibridos
grc,, resulta, no cobshtante, mds adescuadas pere la consecucidn de
este objetivo. Resulta relativamente 8011 obtener lineas B
transformadas con BBV secretoras de anticaerpos con astividad
antilinfocitaria, aungue su estabilizacidn =g la etaps més ardua

v laboriose de todo el procesc. EL heche de que de un sol

O

individuo inmunizade se hallan podido obtener 3 anticuerpos
monoolonales diferentes dirigidos frente a determinantes HLA
rolimdrficos nes hace concebir grandes ssperanzas con regpecto a

la utilidad de este método.

No obstante v & pesar de lo expuesto anteriormmente, la

i1



5

investigacidén en el ‘terrenc de los anb cusrpos moncclonales
omenos estd todavia, con muche, sn su indancia, Mlentzas que

los esfuerzos gncaminadas a encontrar la linsa celulax

corpafiera en la fusidn del linfocito B o do la BCL, mds iddnea

o

Wian, los resultados obtenidos  hasta el momeEnto parecen

contd

*ﬁ

[0

. “

ndicar como mds prometedorss a los heteromelomas, al menos en

[ 2

ciertas aplicaciones. Se preve gue en un Jutiro no muy lesano,
los anticuerpos monoclonales humenos contribuirdn de forma

importante &l estudico del polimorfisme de la regidn HLA: ums

4
o
0
o
0]
]
gj
i

irine  humena  frente a antigencs HLA  tenderd, sl
contraric que una wmurina, & evitar los apitopos wonomdrficos
compartidos por todas las moléculas HLA o bien @@r gropos de

elias. Por tanto, los anticuerpos anti-{La producidos en una

respussta  de  estas cavacteristicas estaréin Jirigides,
orimordialments, frente a determinantes polimdrficos,

naciéndolos, de ests forma, herremientss lnaprecilables para la
dizeccidn finz de la trame o red de diferontes epiltopos gue
componen una determinada molécoula HLA, v pormitiends, asimismoe
el sgtablecimientc de relaciones enlbre las diferentes moléculas
gue comparten un defterminante antigénice dedo. Este Gliimo punto
es muy interesante desde el punto de vista avolutive, puesto que
nes puede dar luz acerca del  posible mecanismo  genéltico

implicado en la generacidn de los diferentes alelos de los genes

[ 5]

(o1}

cue corponen el sistema HLA.

Para clertas enfermmedades eaotoinmunes, ewisten

ba
-
=N



gpitopos polimdrficos de clase 11 ascciados & la enfermedad en

- . ey -
& susceptibi

parcicalar, gue contribuyen divectamente

&5

ida

Bis
ot
]

{128y, Por tante, seria sxivemadamente lmportante cerciorarse

gué alelo codificaria el epitops de clase I responsable,

0
%ﬁ

0
)
} ]
i
[
©
&5
&
E .
)
W
S
o

directamente, de la susceptihilidac
enfermedad asociada al  gistema HIA  en particular. Ia
disgenibiiid@d de anticuerpos monocionalss especificos parae
tales epltopos seria de  Importancis capital para la
identificacidn de individuos predispuestos a padecer fales

enfermedades autoinmnes.
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Hemos producide vy caracterizado {tres muevos anticuerpos

monoclonales humancos &Sl a determinantes

it
F,J
U
E,.d
&
5]
i~y
4
{o
e
o

polimdrficos presentes en moléculas HLR de clase T v clase

TT
s @

Tos estudios de distribucidn celular v bioguimicos
T

demusstran que el anticusrpe monoclonal humsno  S1C2,

reconoce un epitopo presente en los antigenos HIA AZ+]

ElL anticunerpc 91C2 no parece reconoces alguna veriants de
la especificidad A2, ni el subtipo de A28 conocido come
2we8.2, con prevalencia en la poblacidn meditervdnea v due
g2 halls en deseguilibric de ligamiento con el antigeno
Bi4.

Los estudicos de distrilucidn  celular vy bloguinmdicos
demuestran gue el anticosrpe monoclional humano  34FL1
reconoce un epitopc presente en la especificidad HLA-

DOwl.

El anticusrpo meonoclonal humeno 34811 es un excelente

fl

reactivo para el tipaie de la sesproificidad serolidgica
Dol mediante la téondice de microlinfocitotomicidad

sstindar del NIH.
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oy

00

los eshudics de  distribucidn  celular v bioguimicos
demuestran gue el anticoerpe monoclonal humano 227
reconoce un epitops presentes én s especificidad HLA-
Dowl, gue presenta  reactividad cruzada con oftro
determinante antigénico localizado en un subtipe de la
sspecificidad HLA-DOWT.

El anticuerpo 232 pormlte  la dlscriminac

()\

n de dos
variantes de la especificidad HLA-DOwW7; la variante 282~
que se hallae en deseguilibric de ligamiento con el
antigeno HLA~DRw1l, mientras que 14 variante ZA4+ se
asccia preferencialments &l antigeno HLA-DREwiZ v 2 ciertas
combinacicones DE-DQ infrecuentes 2593 ia Doblacidn
caucdsica. La especificidad serciéogica HLA-DR4 no parsce
hallarse en deseguilibric de ligamients con ninguna de las
dos variantes de DRQw7 definidas por esie anticuerpe.
Ios humanos, al contravio gue los ratones u ohtras sspecies

cominmente empleadas en la generacidn de células hibridas

G

secratoras ol

I

> anticuerpos monoclonales,  presentan

-

tolerancia a la

n

porciones wmonomdriicas de las mol&culas
Hia, por 1o gue los acticuerpos monooclonales derivados de

humaneos definen sble epitopos HLA polimdrficos,
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