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RESUMEN

Trabajos recientes dirigidos a la obtencion de anticuerpos monoclonales contra células de
cdncer mamario humano, reportan la generacion de reactivos potencialmente dtiles en
la definicién del linaje de tumores de origen dudoso, la deteccion de metdstasis gangliona-
res, la radiolocalizacion de lesiones, la formacion de subgrupos de pacientes con tumores
de probable comportamiento bioldgico diferente y el tratamiento inmunolégico del
cdncer mamario.

En este articulo se describe la obtencion de cultivos de hibridomas secretores de anti-
cuerpos que reconocen lineas de cultivo de cancer mamario humano y tejido tumoral.
Estos se generaron mediante la hibridizacién de células P3/x63-Ag8-653, con células
esplénicas de ratones Balb/cHab inmunizados con tres lineas de cancer mamario humano.
En el tamizaje de los anticuerpos y la definicién de su reconocimiento tisular se empled
la técnica de inmunofluorescencia indirecta.

Se discute el valor de las lineas celulares como inmundgeno, el sistema empleado para
el tamizaje de anticuerpos y la caracterizacion de su reconocimiento, asi como la posible
relevancia de los patrones de identificacion obtenidos en los cortes histolégicos de tumo-
res mamarios benignos, malignos y en lesiones metastdsicas ganglionares.

SUMMARY

Recent work devoted to the obtention of monoclonal antibodies against human breast
cancer cells, has originated reagents potentially useful in the definition of the tissue
lineage of tumors with unknown origin, the detection of lymphnode metastases. the
radiolocalization of lesions, the formation of subsets of patients with tumors of probable
different biological behaviour, and the immunological treatment ol breast cancer.
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Thé present article describes the obtention of hybridoma cultures that secrete antibodies
that recognize human breast cancer cell lines and tumor tissue. These were generated
through the hybridization of P3/x63-Ag8-653 cells and splenic cells of mice immunized
with three human breast cancer cell lines. In the screening of antibodies and the definition
of their tissue recognition characteristics we employed the technique of indirect immuno-
fluorescence.

The article discusses the value of culture cell lines as immunogens, the screening system
employed for the detection of antibodies and the characterization of their recognition,
and the possible relevance of the patterns of identification obtained in histological
sections of benign and malignant mammary tumors, as well as in the metastatic lymphnode
lesions.

INTRODUCCION

La tecnologia de generacion de hibridomas B secretores de anticuerpos monoclonales
(AcM) de especificidad predeterminada (Kéhler y Milstein, 1975; Kéhler, 1981; Waldman y
Milstein, 1982) ha aumentado extraordinariamente las posibilidades de definicién inmunold-
gica de nuevos marcadores tumorales, celulares o circulantes, de aplicaciéon en el mejora-
miento de los métodos de clasificacion y diagndstico del cdncer y en el disefio de esquemas
de inmunoterapia antitumoral especifica (Damjanov y Knowles, 1983).

La especial importancia del cdncer mamario por su incidencia mundial, asi como el
impacto positivo que en el manejo de esta enfermedad han tenido ya algunos marcadores
tumorales de tipo bioquimico (Schottenfeld, 1981; Pascual et al,, 1984) han hecho que un
conjunto de trabajos recientes se hayan dirigido a la obtencion de AcM contra células de
cdncer mamario humano; varios autores han reportado la obtencién de AcM potencialmente
atiles en la definicion del linaje de tumores de origen dudoso y la deteccién de lesiones
metastdsicas ganglionares (Colcher ef al., 1981; Menard et al., 1983; Canevari ef al., 1983,
Papsidero et al,, 1983; Karsten et al, 1983). Otros resultados apuntan hacia el posible
empleo de AcM en la radiolocalizaciéon de lesiones (Colcher et al., 1983) y el tratamiento
inmunoloégico del cancer mamario (Capone et al., 1983).

Por 1ltimo, la formacion de “paneles™ de AcM que reconocen antigenos tumor-asociados
mds o menos restringidos, comienza a esbozarse en esta y en otras entidades como una forma
practica de aplicacion de estos reactivos en la formacion de subconjuntos de pacientes con
lesiones indistinguibles histolégicamente, pero de distinto perfil antigénico, y por tanto,
con diferente prondstico (Horan Hand et al.,, 1983; Fradet et al., 1984).

En el presente trab'ajo reportamos la obtencion de cultivos de hibridomas secretores de
anticuerpos que reconocen lineas celulares de cdncer mamario humano y tejido tumoral
mamario maligno, benigno y/o metastdsico. Estos cultivos se generaron mediante la hibridi-
zacion de células de mieloma murino con células esplénicas de ratones inmunizados con
Iineas celulares de cancer mamario humano,
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MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

En la tabla 1 se muestra una relacion de las lineas celulares utilizadas en este trabajo para
el proceso de inmunizacion in vivo, la hibridizacion celular y el tamizaje de los anticuerpos.
La tabla incluye datos sobre su origen, condiciones de cultivo y procedencia.

Tabla |
LINEAS CELULARES UTILIZADAS EN LOS EXPERIMENTOS

Denominacion Tejido de origen Medio de cultivo Referencia

MDA-MB-231 Adenocarcinoma mamario SRPMI+1+15% SIBi Cailleau er al., 1978
humano

MDA-MB-157- Carcinoma medular SRPMI+1+15% SFBi Cailleau et al., 1978
mamario humano

MDA-MB-468 Tumor mamario humano SRPMI+1+15% SFBi Cailleau et al., 1978

MDA-MB-435-S Tumor mamario humano SRPMI+1+15% SFBi Cailleau et al., 1978

MCF-7 Carcinoma ductal infiltrante SRPMI+I+15% SFBi Soule et al., 1973
(tipo escirro) humano

KB Carcinoma epidermoide Mc Coy 5A Eagle, 1955
oral humano +10% SB+P-E

NEUROQ-F Neuroblastoma humano Mc Coy SA Lombardero etal., 1984

+10% SB+P-L.

P3/X63. AgB8.6.5.3. Mieloma de ratdén Bal b/c, SRPMI+2-ME+10% SFBi Kearney et al., 1979
HAT-sensible

Nota: SRPMI= Medio RPMI-1640 (Gibco) suplementado con 26 mM de CO3;HNa, 18 mM de HEPES,
2 mM de L-Glutamina, 1 mM de piruvato de sodio y 100 U-100 ug/ml de penicilina-estreptomicina
(P-E, Difco); = 10 ug/ml de insulina; SB= suero bovino: SFBi= suero fetal bovino (Difco) inactivado;
2-ME= 2 mercaptoetanol.

Inmunizacion

Para la inmunizacion especifica se utilizaron las lineas celulares MDA-MB-231,MDA-MB-157
y MCF-7. Las suspensiones de células libres con mis de 90% de viabilidad (azul tripan) se
prepararon mediante el tratamiento de los cultivos subconfluentes con solucion de tripsina
0,25%-EDTA 0,02% en solucion salina tamponada con fosfatos (SSTF), pH 7,2, la remocion
de las células y dos lavados por centrifugacion a baja velocidad y resuspension en SRPMI.
Las concentraciones deseadas se ajustaron finalmente en 1 ml de SSTF y se inocularon por via
intraperitoneal a tres grupos de ratones Balb/cHab, siguiendo el esquema: 5 x 10° células/
animal en los dias 0, 7y 14,y 2 x 10° células/animal en el dia 60.
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Obtencion de hibridomas

Para la generacion de hibridomas por fusion se empled la metodologia reportada en otros
trabajos (Kohler, 1981; Garcra et al., 1984), con algunas modificaciones. Tres dias después
de la dltima inmunizacién se sacrificé un animal de cada grupo y se obtuvieron las células
esplénicas mediante la perfusion del bazo con SRPMI. Estasy las células del mieloma P3/653,
provenientes de cultivos en crecimiento exponencial, se lavaron separadamente en tres ocasiones
por centrifugacion a baja velocidad y resuspension en SRPMI, se ajustaron a las concentraciones
deseadas y se mezclaron en proporcion 10:1.

Luego de una nueva centrifugacion y la decantacion total de sobrenadante, el boton celular
desagregado se resuspendié en 60 segundos con 0.5 ml de una solucién al 50% de polietilen-
glicol 1500. Después de una breve incubacién a 37°C durante tres minutos y con agitacion,
la suspension celular se diluyoé gota a gota con SRPMI precalentado, se dejo reposar diez minu-
tos y se suplementé con 2-ME y SFBi hasta 5 x 107 My 15%, respectivamente, distribuyén-
dose a razon de 150 ul por pozo de placas Costar 3596 (densidad final de 10° células por pozo).
A cada pozo se le aiiadio ademds 10* células de exudado peritoneal de raton Balb/cHab. Los
cultivos se incubaron a 37°C y en atmésfera de 5% C0,-95% aire durante la noche y al siguien-
te dia se les adiciond una mezcla de hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT) hasta concen-
traciones finales de 107*,4 x 1077 y 1,6 x 10 M por pozo, respectivamente.

A partir de ese momento, los cultivos fueron alimentados en dras alternos con medio fresco
SRPMI-HAT, conteniendo 15% de SBi, restringiéndose luego los cambios a aquellos pozos que
en los primeros 15 dras manifestaron un adecuado crecimiento de hibridomas.

Ensayo de anticuerpos (Ac) en los sobrenadantes de cultivo

Se realizo6 primeramente un tamizaje en lineas celulares con muestras del medio de cultivo
metabolizado por los hibridomas que crecieron en los pozos, seguido de un estudio en cortes
de tejido con los sobrenadantes provenientes de la expansion de los cultivos antes seleccionados
por su reconocimiento. En ambos casos, el método empleado fue la inmunofluorescencia
indirecta (IFT).

a) IFI en lineas celulares

Esta se realizo esencialmente como descrito por Lane y Lane (1981), en cultivos confluentes
de lineas celulares humanas creciendo en placas Petri Costar de 60 x 15 mm. Las células fueron
fijadas en acetona-metanol (1:1) durante diez minutos y luego del secado al aire, 5 ul de cada
sobrenadante de cultivos de hibridomas se depositaron separadamente sobre el tapiz celular con
ayuda de una cuadricula dibujada en el fondo de la placa. Después de una incubacion de 30
minutos en camara himeda y a temperatura ambiente, las placas se lavaron con SSTF y se
realizd una segunda incubacion con suero de conejo anti-inmunoglobulinas de ratén, conjugado
con isotiocianato de fluoresceina (Meloy), en las mismas condiciones de temperatura y tiempo.

Después de varios lavados con SSTF y agua destilada, se recortaron las dreas a examinar, se
fijaron a portaobjetos y. se montaron con cubreobjetos para su estudio en un microscopio de
fluorescencia Ortholux-Il (Leitz). Los resultados se expresaron de forma semicuantitativa
sobre la base de la intensidad de la reaccion, teniendo como controles el suero de los animales
inmunizados especificamente, muestras de medio de cultivo no metabolizado y sobrenadante
de un clon de hibridomas no relacionado (IOR-T1, Garcra et al., 1984).
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b) IFI en cortes de tejidos

Los sobrenadantes de los cultivos de hibridomas seleccionados en el tamizaje en lineas celu-
lares se ensayaron para su reconocimiento de tejidos mamarios tumorales malignos y benignos,
asi como de lesiones metastdsicas ganglionares de primarios de mama, todos obtenidos y diag-
nosticados en el Instituto Nacional de Oncologra y Radiobiologia. Se prepararon de 25 a 35
cortes por criostato de cada muestra y en caso de no procederse a la IF] inmediatamente, estos
se almacenaron a -70°C. Para la IFI, el tejido sin fijacién fue incubado durante 30 minutos a
temperatura ambiente con SRPMI suplementado con 15% de SBi, seguido por la reaccion con
el sobrenadante ¢n condiciones similares a las descritas en @), Luego de varios lavados con
SSTF, se procedié a un segundo bloqueo con suero de conejo y a partir deéste.los pasos de la
técnica coinciden con aquellos descritos para la IF| en lineas celulares. Los resultados del
anilisis de la fluorescencia se expresaron de forma cualitativa, utilizando los mismos controles
descritos anteriormente, excepto el IOR-T1.

RESULTADOS

A partir de las tres fusiones de las células de mieloma P3/653 con las células esplénicas de
los ratones inmunizados con las lineas de cdncer mamario humano, se originaron cultivos
primarios de hibridomas, de los cuales 112 fueron sometidos a un tamizaje primario por el
método de IFI sobre un panel de siete lineas de cultivo humanos que incluian cinco derivadas
de cdancer mamario, una de carcinoma oral y una proveniente del cultivo de un neuroblastoma.
Los resultados de este ensayo se muestran en la tabla 2; los hibridomas se agruparon de acuerdo
con tres formas de comportamiento de sus sobrenadantes: (I) los 22 cultivos cuyos anticuerpos
reconocieron fuertemente al menos una de las lineas de cancer mamario, junto a dos que,
ademds, presentaron reaccién cruzada con las células KB (uno de estos reconocid moderada-
mente a las células Neuro-F); (II) aquellos 79 cuyos sobrenadantes reconocian débilmente las
Iineas de cdncer mamario y/o reaccionaban fuertemente con células Neuro-F, y (I11) un daltimo
grupo de 9 hibridomas que no reconocian ninguna linea celular,

Tabla 2

CLASIFICACION DE LOS SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE HIBRIDOMAS
A PARTIR DEL TAMIZAJE PRIMARIO EN LINEAS CELULARES POR IFI

Sobrenadantes que reconocen fuertemente las lineas de cincer mamario 22/112 (19,6%)

(I) Sobrenadantes que reconocen fuertemente las lineas de cancer mamario, 2/112(1,8%)
lalinea KB y algin reconocimiento en células Neuro-F

(II) Sobrenadantes con débil reconocimiento frente a las lineas de cancer mamario 79/112 (70,5%)
y/o con fuerte reaccién cruzada frente a la linea Neuro-F

(III) Sobrenadantes que’no mostraron ningin reconocimicnto 9/112 (8,{}%)

En la tabla 3 se presenta de manera detallada el patron semicuantitativo de fluorescencia de
los anticuerpos secretados por los 24 hibridomas correspondientes al grupo (1), clasificado segiin
la linea de cancer mamario humano que fue utilizada en la inmunizacién, y por tanto, provenientes
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de fusiones independientes. Se observd que predominaron los anticuerpos que reconocen a la
linea MDA-MB-468, aunque las reacciones mds intensas se detectaron sobre la superficie de la
linea MCF-7. La localizacion de la fluorescencia fue en todos los casos sobre estructuras
superficiales de las células blanco reconocidas. Existié una alta reactividad cruzada para las
lineas de cancer mamario; todos los sobrenadantes reconocieron al menos dos de ellas y el
83,3% recanocian tres o mds lineas. Los cultivos de hibridomas denominados CaMa 7, CaMa 9,
CaMa 12 y CaMa 16 identificaron antigenos presentes en todaslas lineas de cdncer mamario;
el CaMa 16 ademads reacciono con células KB y Neuro-F.

Se observa que la cantidad de cultivos de hibridomas provenientes de cada fusion indepen-
diente incluidos en el grupo (1) por sus caracteristicas de reconocimiento, fue muy semejante,
aunque los derivados de la fusién con células esplénicas de ratones inmunizados con MCF-7
manifestaron las reacciones cruzadas mads intensas entre las lineas mamarias. Por altimo, en
cuatro casos (sefialados por un asterisco en la tabla) se obtuvieron cultivos de hibridomas secre-
tores de anticuerpos que no reconocieron la linea utilizada como inmunégeno, pero si otras
Iineas de cancer mamario.

En la tabla 4 se presentan los resultados del estudio de reconocimiento de los sobrenadantes
de los 24 cultivos de hibridomas del grupo (I) sobre cortes de tejido de lesiones tumorales
malignas y- benignas de la mama humana, asi como de metdstasis ganglionares de esta patologia.
Cinco hibridomas secretan anticuerpos que no reconocieron ninguna de las muestras de tejido
tumoral con las que se enfrentaron; de estos, tres provienen de la fusidon conducida con células
esplénicas del ratén inmunizado con la MDA-MB-231. Los CaMa 16 y CaMa 23 reaccionaron
fuertemente con todas las muestras, ofreciendo un patréon de fluorescencia que mostraba una
cierta selectividad por las células epiteliales ductales, normales y tumorales (figura 1).
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FIG. 1. Patrdn de reconocimiento por IF1 del sobrenadante dzl cultivo de hibridomas CaMa 16, cn cortes
por criostato sin fijacién, en dos fibroadenomas benignos de la mama (A-B) y dos carcinomas ductales infil-
trantes (C-D). Se observa el marcaje limitado a las células relacionadas a estructuras de tipo glandular, con
escaso reconocimiento del estroma.

Entre los sobrenadantes se identificaron algunos que parecen reconocer mayormente tejido
tumoral benigno del tipo fibroquistico (CaMa 8. CaMa 9 y CaMa 13), tumor maligno primario
del tipo carcinoma ductal infiltrante (CaMa 2. CaMa 6 y CaMa 24) o metdstasis ganglionares
(CaMa 1, CaMa 12, CaMa 18 y CaMa 25): el resto manifestd diferentes combinaciones de
reactividad cruzada para los diferentes tipos de tejido blanco. Excepto para los CaMa 16 y
CaMa 23, se observd en el resto una reactividad diferencial para un mismo tipo histolégico
utilizado como blanco, que se manifestaba en la identificacion d& solo una fraccion de las
muestras (pacientes) con que se enfrentaron.
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Tabla 3

PATRONES DE RECONOCIMIENTO CELULAR DE LOS ANTICUERPOS SECRETADOS POR LOS 24 CULTIVOS DE HIBRIDOMAS
CORRESPONDIENTES AL BLOQUE I

Linea utilizada
para la inmunizacion

MDA-MB-231

MDA-MB-157 MCF-7
CaMa® ] 2 3 4 5 6% 17 18 19|15%16 21*22 23 24 25|7 & 9 10 11 12 13*20
Lineas celulares ;lsadas como
blanco:
MDA-MB-231 2+ 2+ 3+ 2+ 2+ - 3+ 2+ + 3+ 4+ 3+ 2+ - - - |24+ 4+ 2+ 24+ 2+ 24+ 2+ -
MDA-MB-157 #+ = = = 4+ = = == 4t = = 4+ = 424t - 2+ - -
MCE-7 - - 4+ 2+ - 3+ 4+ 4+ at|at a4+ - - F - a+|2+ 2+ 24+ 24+ 2+ 4+ - a4+t
MDA-MB-468 2+ + - - 2+ 2+ + 4+ 243+ 4+ + - - + 4+ ]2+ 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ +
MDA-MB-4358 - 4t = 2k = = F T Rj- k% 2 ZE GF I 5 F = FE T =
KB m om omom om om R mle B e o m oem]le mE o mm w ow
Neuro-T = o omogm w owoom e sl B o ove o o m ] mm m om m w m
Not (a): denominacion del cultivo de hibridomas; la tabla incluye los valores semi-cuantitativos de la fluorescencia observada, atendiendo a la intensidad

de la reaccién sobre la superficie de las células (4+— 3+ intensa; 2+ moderada; + débil; — ausente). En el experimento se utilizaron como controles:

antisucro policlonal anticélulas MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-157 y MCI-7 (fluorescencia nositiva) y medio de cultivo no metabolizado
(fondo). * Ver texto para detalle al respecto.
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Tabla 4
TAMIZAJE DE LOS 24 SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE HIBRIDOMAS CORRESPONDIENTES AL BLOQUE I

SOBRE CORTES DE TEJIDO
Linea utilizada
para la innuenizacion MDA-MB-231 MDA-MB-157 MCF-7
CaMa 1 2 3% 4 sb 6 17 18 19|15® 16 21 22 23 24 25| 7 & 9 10 11° 12 13 20
Tejido utilizado como blanco
Carcinoma mamario* 0/7 1/7 0/6 2/7 0/7 1/6 0/6 0/7 &/7|0/7 7/7 4/7 1/7 7/7 1/7 0/7|5/7 0O/6 0/7 2/T 0/T 0/7 0/7 2/7
Tumor benigno
a) fibroadenoma 0/3 0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 2/2]0/3 3/3 2/3 1/3 3/3 0/3 0/3|1/3 0/3 0/3 0/2 0/3 0/3 0/3 0/3
b) displasia fibroquistica 0/3 0/3 0/3 0/4 0/4 0/3 0/3 0/3 0/4]|0/3 4/4 2/4 0/4 4/4 0/3 0/3|1/4 1/4 2/4 1/3 0/3 0/3 2/3 0/4
Metastasis ganglionar 1/3 0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 1/3 3/3|0/3 3/3 1/3 0/3 3/3 0/3 1/3]2/3 0/3 0/3 0/3 0/3 2/3 0/3 1/3

Nota fa): denominacion del cultivo de hibridomas: (*): carcinomas ductales infiltrantes en todos los casos; la tabla refleja el namero de muestras que eviden-

cian fluorescencia positiva, con respecto al total de muestras (pacientes) estudiados; se utilizaron como controles los mismos mencionados en la tabla 3;
(b): CaMu que no mostraron reconocimiento tisular.
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DISCUSION

En trabajos recientes dirigidos a la obtencion de AcM contra células de cdncer mamario
humano, se han empleado como inmunégeno fracciones de membrana con diferente grado de
enriquecimiento y provenientes de metdstasis hepaticas de cancer mamario (Colcherezal., 1981)
y de células de cultivo (Menard et al., 1983), lineas celulares intactas de cdncer mamario
(Karsten et al., 1983; Papsidero et al., 1983) e inmunocomplejos purificados a partir de pacien-
tes portadores de esta entidad (Papsidero et al., 1982).

En sentido general. el uso de lineas celulares en la inmunizacion ofrece la posibilidad de un
amplio rango de linajes de diferenciacion, la expresion de antigenos tumor-asociados con
distinto grado de restriccion y provee poblaciones de relativa homogeneidad. En nuestro
trabajo optamos por utilizar células intactas provenientes de tres lineas de cincer mamario
humano establecidas en dos laboratorios diferentes. y que como se mostré en la tabla 1, se
originaron de tumores mamarios con distinta histologfa. De estas, la MCF-7 ha sido empleada
ya en la obtencion de AcM (Karsten et al., 1983; Papsidero et al., 1983: Menard ¢! al., 1983)
contra cancer mamario. Las tres Ifneas fueron también seleccionadas teniendo en cuenta que
han sido reportadas como tumorigénicas en ratones inmunodeprimidos congénitos (Engel y
Young, 1978: Davis ¢f al., 1981) lo que, a pesar de las limitaciones de interpretacion que
estos experimentos imponen. es indicativo de su malignidad potencial in riro. Por otra parte
permitia abordar estudios in riro de radiolocalizacion con AcM marcados y del efecto terapéu-
tico de estos, investigaciones que han sido ya reportadas en la literatura con resultados promi-
sorios (Capone et al., 1983; Colcher et al., 1983).

Il sistema de tamizaje escogido para el ensayo de los anticuerpos de los cultivos de hibrido-
mas con crecimiento mds estable comprendio dos etapas fundamentales: a) un tamizaje prima-
rio sobre un panel de lineas celulares humanas, y b/ la validacion del reconocimiento encon-
trado, sobre tejidos tumorales malignos y benignos.

Teniendo en consideracion que algunos antigenos tumor-asociados pueden estar pobremente
expresados en las células in vitro y que no existe una completa correlacion entre el patron de
reconocimiento de los AcM in ritro y en tejidos (Fradet et al., 1984), concedimos una impor-
tancia especial a la validacién inmediata de los resultados del tamizaje primario en las muestras
de tumor. Se obvid. por tanto, el clonaje. considerando ademds que el sistema de plaqueo de
las células recién fundidas (10* mielomas por pozo) daba lugar a una alta probabilidad de que
cada cultivo fuera de hecho originado por un solo clon de hibridomas (Reading, 1982), de esta
forma. reduciéndose la posibilidad de existencia de varias especificidades de Ac por sobrenadante.

Fl panel de lineas celulares empleado en el tamizaje primario incluy6 cinco Iineas de cdncer
mamario humano y células KB; estas se tomaron como indicativas de Ac capaces de identificar
antigenos tumor-asociados con diferente grado de restriccion. Por otra parte. las células Neuro-F,
obtenidas y caracterizadas en este Instituto (Lombardero e/ al., 1984), presentan cariotipo,
morfologia y patron de crecimiento compatibles con los de fibroblastos humanos diploides y
se derivaron probablemente de la infiltracion conectiva de un neuroblastoma infantil. Ellas se
emplearon en el panel como indicadoras del reconocimiento de células humanas con caracteris-
ticas diploides in ritro y con posibles marcadores de tejido conectivo.

La decision de realizar el tamizaje primario sobre un panel amplio de lineas celulares, unido
al hecho de que se realizaron las tres fusiones paralelamente. nos.llevé a escoger una prueba
de identificacion del reconocimiento que conjugara la multiplicidad de muestras, rapidez y
nivel aceplable de deteccion. con la conservacion adecuada de las estructuras antigénicas
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potencialmente blanco de los Ac. En otros trabajos se han empleado indistintamente diferentes
variantes del radioinmunoensayo, utilizando como sustrato proteinas purificadas, membranas
celulares, células fijadas e incluso células vivas (Menard ef al., 1983; Papsidero ef al., 1983;
Colcher et al., 1981). La IF] ha sido también usada por otros autores (Karsten ¢t al., 1983)
en el tamizaje de AcM contra cincer mamario y presenta la ventaja de poder distinguir si el
reconocimiento es superficial o intracelular; en nuestro caso escogimos el método de Lane y
Lane (1981), basado en la IFI sobre células creciendo en placas de cultivo, que ademas de cubrir
los requerimientos mencionados para el tamizaje, se justificaba por el propio hecho de haber
empleado células de cultivo como inmunédgeno.

Mediante el sistema de tamizaje primario referido, se seleccionaron para el ensayo en cortes
de tejido los 24 cultivos que mostraron un fuerte reconocimiento de al menos una linea de
cancer mamario, sin reactividad cruzada importante con las células Neuro-F. Es interesante que
todos los hibridomas cuyos sobrenadantes cumplieron con estos requisitos, manifestaron en
algin grado una reactividad cruzada para las lineas mamarias; incluso esta fue para tres o mas
Iineas en mds del 80 por ciento de los casos. Al margen del hecho de que los cultivos no han
sido clonados, ello pudiera ser sugestivo de la presencia de antigenos tumor-asociados compar-
tidos entre las diferentes Iineas; aun asi, la discusion de la probable naturaleza de tales antigenos
no forma parte de este trabajo por razones obvias, y serd tema de futuros articulos.

Result6 igualmente interesante el hecho de que la linea celular MDA-MB-468, sin haber sido
utilizada como inmundgeno, hubiera sido sin embargo, la mds reconocida. Esta linea tiene
algunas caracteristicas particulares que la hacen blanco de nuestra atencidon para otros experi-
mentos. Ella fue derivada de una efusion pleural de una paciente portadora de un tumor
mamario avanzado (Cailleau et al, 1978), es tumorigénica en ratones inmunodeprimidos
congénitos (Engel y Young, 1978), ha sido reportada como un buen blanco para la absorcién
significativa de protefnas circulantes en pacientes con cancer mamario humano (Davis et al.,
1981) y posee un alto numero de sitios receptores para el factor de crecimiento epidérmico
(r-FCE)*. Sobre la base de estos elementos y de trabajos recientes conducidos en este Instituto
sobre el valor pronéstico potencial de la presencia de r-FCE en tumores mamarios humanos
(Pérez et al., 1984), la linea MDA-MB-468 presenta caracteristicas de interés para su uso como
inmundgeno en la generacion de AcM contra el cdncer mamario.

Un altimo aspecto derivado de los resultados del tamizaje en lineas celulares fue la presencia
de cultivos de hibridomas cuyos Ac no reconocieron la linea empleada como inmunodgeno,
pero si otras. Ello puede explicarse sobre la base de que estas lineas comparten algunos anti-
genos de expresion cuantitativamente diferente o de distinta conservacion luego del proceso de
fijacion a que fueron sometidas. Claramente, estos antigenos, por pequefia que fuera su expre-
sion en las células empleadas como inmunogeno, fueron reconocidos por el animal y se expan-
dieron clones de células B contra ellos.

El andlisis que presentamos de los resultados obtenidos en secciones histologicas es necesa-
riamente limitado, teniendo en cuenta el hecho de que los hibridomas no fueron clonados
previamente, asi como los inconvenientes que para el reconocimiento celular en tejido presenta
la técnica de IFI vy la'necesidad de ampliar el nimero de muestras a analizar. Recientemente
Fradet et al. (1984), estudiaron el reconocimiento de una serie de AcM obtenidos a partir de
inmunizaciones con lineas celulares de cincer de vejiga humano y suspensiones celulares de

* Pérez et al., resultados no publicados.
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tejido tumoral, frente a un panel de 75 lineas celulares derivadas de tumores malignos epiteliales
y tejidos normales humanos, asi como frenté a cortes de tejido letal y tumoral. Los resultados
del tamizaje en las lineas permitieron a los autores la definicion de antigenos de distribucion
amplia, intermedia o restringida entre los diferentes cultivos; algunos de estos antigenos mostra-
ron una relativa correlacion directa entre su expresion in ritro e in riro, micntras que en otros
casos existieron discrepancias entre la expresion antigénica de las células de cultivo y los cortes
de tejido.

Por todo ello, la validacion ripida de los resultados del tamizaje primario en muestras de
tejido, relevantes a la aplicacion potencial de los Ac obtenidos, constituyd en nuestro trabajo
uno de los aspectos mds importantes de esta primera fase de generacién de AcM anti-cancer
mamario. En seis casos encontramos una relativa correlacién directa entre los resultados in ritro
e in vivo; cuatro cultivos (CaMa 3, CaMa 13, CaMa 22 y CaMa 24) cuyos anticuerpos habian
manifestado el menor espectro de reactividad cruzada e intensidades de reaccion frente a las
Ifneas mamarias, dieron también un pobre reconocimiento en tejido (uno de ellos fue negativo).
Por otra parte, los CaMa 7 y CaMa 16 tuvieron un alto reconocimiento en las lineas de cultivo y
en las muestras de tejido con que se enfrentaron.

En cambio, en otros 13 casos existieron algunas discrepancias entre la amplitud de la reacti-
vidad manifestada en’lineas celulares y en las secciones histologicas; 8 hibridomas (CaMa 1,
CaMa 2, CaMa 6, CaMa 8, CaMa 9, CaMa 12, CaMa 18 y CaMa 25) cuyo reconocimiento in ritro
fue relativamente amplio, identificaron un nimero limitado de muestras de tejido. Los CaMa 5,
CaMa 11, CaMa 15 y CaMa 17, con fuerte reaccion frente a Iineas celulares, resultaron total-
mente negativos en los cortes histologicos; estos pudieran cstar reconociendo marcadores de
proliferacién ampliamente difundidos en las condiciones de cultivo, pero relativamente escasos
en los tumores in vivo (Fradet et al, 1984). Por Gltimo, el CaMa 23 reconocio todas las mues-
tras de tejido, si bien su identificacion in ritro se habra limitado a tres Iineas mamarias.

En el marco de los patrones de reconocimiento encontrados, uno de los hechos mds frecuen-
tes fue que la mayoria de los anticuerpos manifestaron una heterogeneidad de comportamiento
al enfrentarse con muestras de diferentes pacientes, pero de un mismo tipo histologico. Resul-
tados similares han sido encontrados con AcM anti-cincer de vejiga (Fradet et al, 1984) y
contra cdncer mamario (Colcher ¢t al., 1981: Horan Hand e¢r «l., 1983): en estos tltimos casos
incluso, la heterogeneidad de reconocimiento se manifestd en diferentes zonas de un mismo
tumor. Todo ello indica que los antigenos presentes en las células de los carcinomas manifiestan
una amplia gama de restricciones. y que si bien aquellos antigenos de diferenciacion y tejido
muy difundidos podran ser definidos por un AcM,-es muy probable que en un futuro se deba
recurrir a paneles de estos para una clasificacidon de los tumores que permita predicciones sobre
el prondstico.

Este tipo de acercamiento ha dado ya sus frutos en el caso de los linfomas y las leucemias,
donde los AcM han permitido trazar la ontogenia de estas entidades y generado una clasifica-
cion inmunolégica de relevancia para el manejo del paciente (Nadler et al., 1982; Parkinson
etal, 1983).
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