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RESUMEN

Iin el presente trabajo se reporta la obtencion de cinco clones de hibridomas de raton, secretores de
anticuerpos monoclonales que reconocen una preparacion de antigeno carcinoembrionario (CEA).
Durante el proceso de tamizaje y seleccion de estos clones, se empled fundamentalmente un sistema
de radioinmunoensayo, donde se compararon los sobrenadantes de cultivo o los ascitis tumorales con
un antisuero policlonal de referencia, con respecto a su enlazamiento y especificidad por 125 cLa.
Los anticuerpos monoclonales seleccionados pertenecen a las clases G v M de inmunoglobulinas de
raton, v dos de ellos manifestaron bajo o ningun reconocimiento del antigeno de reactividad cruzada
no especifico (NCA). Los anticuerpos JOR-CLEA 3 (1gM) e IOR-CEA 5 (IgG1) se estudiaron para su
reconocimiento de tejidos fetales humanos, lesiones benignas de la mama, v canceres de mama, pulmon
y colon. El IOR-CEA 3 puede serutilizado para estudios de confirmacion histologica diagnostica por
teenica de inmunofluorescencia indirecta en tejido fresco. Los anticuerpos IOR-CEA 1 (lgGl) e
[OR-CEA 2 (IgM) se ensayaron mediante diferentes combinaciones en un sistema ELISA para conocer
su capacidad de detectar CEA purificado. Los resultados preliminares indican un adecuado nivel de
reconocimiento cuando se utiliza como primer anticuerpo el antisuero policlonal anti-ChEA de refe-
rencia ¥ el monocional IOR-CLEA 1 como sepundo anticuerpo,

ABSTRACT

The paper reports the obtainment of live mouse hybridoma clones, producing monoclonal antibodies
that recognize a preparation of carcinocembrionic antigen (CEA). A radioimmunocssay system was
essentiadly employed for the screening and selection of these clones; the binding to and specificity
for ”SI—CI-‘.A of culture supernatants and tumor ascitis were compared to the ones exhibited by a
policlonal antiscrum. The selected monoclonal antibodies belong ta the G and M classes of mouse
immunoglobuling and two of them exhibited a low or no recognition of the non-specific cross reacting
antigen (NCA), The antibodics IOR-CLA 3 (IgM) and IOR-CEA 5 (IgG1) were studicd for their
recognition characteristics against human fetal tissucs, benign lessiona of the breast, and breast, lung
and colon cancers. It was demonstrated that JIOR-CEA 3 can be used for diagnostic confirmation
in immunohistolugical studies, by indirect immunofluorescence technigques in fresh tissuc.

The TOR-CFA 1 (IgG1) and IOR-CLA 2 (1gM) antibodies were essayed in different combinations in
an ELISA for their ability to detect purified CEA. The preliminary results indicate an adecuate level
of recognition when the reference polyclonal anti-CLA anti-serum is used as first antibody and the
monoclopal JOR-CLEA 1 as a second antibody.
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INTRODUCCION

Ll antigeno carcinoembrionario (CEA) incluye una familia de glicoproteinas de peso molecular
entre 120 y 300 kilodalton, dependiendo de la fuente de obtencion, con una relacion carbohi-
drato/proterna de aproximadamente 2.5, que se ha localizado en la periferia de las ¢élulas
normales y tumorales y es considerado como un producto de secrecion de las mismas (Banjo
ctal, 1974; De Young y Ashman, 1978). Originalmente aislado por Gold v Freedman (1965) a
partir de tumores gastrointestinales v de tejido embrionario intestinal, ¢l CEA fue definido
inicialmente como un antigeno oncofetal asociado a tumores de esa localizacion (Goldenberg,
1976). pero el desarrollo de potentes inmunoensayos con antisueros policlonales contra este
antigeno ha dejado establecido que este se encuentra presente en tejido tumoral y/o en el
plasma de pacientes portadores de canceres de mama, ovario, pincreas. pulmon y otras loca-
lizaciones (Goldenberg ¢t al, 1978: O'Brien ¢t al. 1980: Van Nagell ¢f al, 1980; Adophs
y Ochr. 1982). La presencia de CEA se ha detectado también en la sangre de pacientes porta-
dores de algunas enfermedades no malignas y en individuos fumadores, asi como en tejido
normal (Von Kleist y Burtin. 1966; Alexander, 1976; Primus ¢f al, 1981: Matsouka ¢? af.,
1982).

Ein una reciente conferencia (NIH Consensus Conference 1981), s establecio que los ensayos
para la deteccion de CEA circulante en sangre utilizando antisucros convencionales, constituyen
la mejor técnica no invasiva existente para ¢l seguimiento clinico con vista a determinar la
recurrencia del cancer colorrectal, siendo de alguna utilidad también en el monitoraje de pacien-
tes con canceres de mama, de los aparatos digestivos y urogenital y en el cincer de pulmon,
con las precauciones que,se derivan de la existencia de factores no relacionados al cincer. que
llevan al aumento del CEA circulante y de pacientes con enfermedad neoplasica avanzada que
no experimentan elevaciones importantes.  Aun asi, estas técnicas no poseen la sensibilidad
(frecuencia de positivos verdaderos) o la especificidad (frecuencia de negativos verdaderos),
para discriminar entre tumores malignos localizados y desordencs benignos., v el verdadero valor
de los ensayos de CEA para ¢l pesquizaje de la poblacion asintomatica y la vigilancia de los
grupos de alto riesgo estd aan por esclarecer.

La falta de especificidad de los inmunoensayos es atribuida a diversas causas entre las cuales
se incluyen la heterogeneidad del CEA purificado de distintas fuentes y la posible variabilidad
intramolecular del antigeno (Rogers, 1976: De Young y Ashman, 1978). También sc ha tratado
de explicar por el método de tratamicnto del suero o plasma utilizado en los ensayos y ¢l hecho
de que algunos determinantes antigénicos presentes en el CEA e identificados por los antisueros
convencionales estan asociados a moléculas circulantes similares al CEA. sintetizadas y secre-
tadas por tejidos normales (Von Kleist y Burtin, 1979: Malsouka ¢7 /.. 1982: Primus ¢f al.,
1983a).

Luego del desarrollo de la tecnologia para la obtencion de anticucrpos monoclonales por
hibridizacion (Kohler y Milstein, 1975; Kohler, 1981; Waldman y Milstein, 1982) un conjunto
de autores (Hedin e al, 1982a; Acolla ¢t al, 1981; Primus ¢/ al., 1983b: Thompson ¢t al,,
1983 Rogers ¢ al, 1981: Mitchell. 1980) han realizado esfuerzos en la obtencion de anti-
cuerpos monoclonales capaces de detectar en el CEA secretado por los tumores la presencia de
epitopes no compartidos por otras moléculas similares sintctizadas en los tejidos normales, ast
como de discriminar variaciones en las moléculas del CEA producidas por distintos tumores,
Por esta razon, los anticuerpos monoclonales representan una nueva via para la solucion del
problema expuesto, alternativa a los esfuerzos basados en la absorcion de los antisueros frente
a extractos de proteinas normales o moléeulas tipo CEA purificadas. asi como el procesamicento
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de los determinantes antigénicos. Por otra parte, los anticuerpos monoclonales anti-CEA
pueden abrir nuevas posibilidades en el diagnostico inmunohistoquimico confirmativo, asi
como en el estudio del valor pronéstico de las diferencias antigénicas entre tumores de igual
histologia, pero diferente comportamiento biologico (Hockey ¢t al., 1984; RolfS:uith ¢f al
1982; Primus ¢t al.. 1983a).

Por altimo. los anticuerpos monoclonales anti-CEA pueden desempeiiar un papel impor-
tante en el desarrollo de técnicas de radiolocalizacion especifica de tumores (Farrands et al.
1982; Hedin ¢t al., 1982b; Haskell ¢f al., 1983: Lumbroso et al. 1983: Fairweather ef al,
1983).

En el presente trabajo se reporta la obtencion y caracterizacion de cinco hibridomas de
raton, secretores de anticuerpos monoclonales que reconocen una preparacion de CEA. Se
reportan datos sobre su especificidad, asi como estudios preliminares dirigidos a validar su
empleo en ensayos inmunohistoquimicos e inmunoquimicos.

MATERIALES Y METODOS

Antigeno

La preparacién de CEA utilizada en las inmunizaciones para la posterior fusidn y la produccion del
antisuero policlonal de referencia, se obtuvo a partir de metdstasis hegéﬁcas de pacientes con neoplasias
primarias de colon. Este método, al igual que el marcaje del CEA con 12%] va ha sido reportado previamente
(Fongeral., 1982).

En las técnicas inmunoenzimdticas se empled una preparacién de CEA altamente purificada, con escaso
contenido de NCA, aportada por el Instituto de Quimica Biorganica del Pacifico (Vladivostok, URSS).

Inmunizaciones

Se obtuvo un antisuero policlonal especifico anti-CEA en conejo, mediante un esquema de inmunizacion
de tres dosis semanales de 10 gz de CEA en adyuvante completo de Freund (Difco), seguidas por tres dosis
de reactivacion a intervalos de 40 dias. Este antisuero se absorbio extensivamente con proteinas provenientes
de extractos de pulmon, colon, higado, bazo, estémago y suerc humano normales, inmovilizadas con gluta-
raldehido (Fong et al., 1982). Para la inmunizacién con vista a la fusion se inyectaron subcutinea e intrape-
ritoncalmente (i.p.) ratones BALB/cHab con el antigeno liofilizado siguiendo el esquema: 5 Mgen 0,1 mlde
adyuvante completo, seguido 21 y 42 dias después por 10 y 20 Mg en adyuvante incompleto (Difco). Una
semana mds tarde se extrajo sangre de los ratones por la via retroorbital para evaluar la presencia de anti-
cuerpos contra el antigeno, v dos semanas después -tres dias antes de la fusién—, ¢l ratén con mejor respuesta
s¢ inyect6 i.p. con 30 ug de antigeno en solucién salina tamponada con fosfatos (SSTF), pH 7,2.

Protocolo de fusion

Para la hibridizacion se sigui6 esencialmente el método sugerido por Kohler (1981) empleando el mieloma
de raton P3/x63-Ag8-653, (P3/653, Kearncy ef al., 1979). Se utilizé polietilenglicol 4000 (Merck) v una
relacion mieloma/células esplénicas de 1 a 10, La suspension de células fundidas se distribuyé a razon de
aproximadamente 1 . 10® células totales por pozo de 4 placas Costar 3524. Cada pozo contenia 4 . 107
células de exudado peritoneal de ratén BALB/cHab y 2 ml de medio HAT (DME Gibco, suplementado con
26 mM de CO3HNa, 18 mM de Hepes, 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio, 5 . 105 M de
2-mercaptoetanol, 100 U-100 ug/ml de penicilina-estreptomicina, 10 por ciento de suero fetal bovino (Difco),
5 por ciento de sobrenadante de cultivo de células de corddn umbilical humano (SnCEH) (Astaldi, 1980) e
hipoxantina (H), aminopterina (A) y timidina (T) a concentraciones de 10 mM, 4 .1077 M v 1.6.10° M
respectivamente).

A los 14 dias se eliminé la aminopterina de los cultivos v se comenzé el €nsayo para anticuerpos contra
CEA.
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Radioinmunoensayo

El sistema de radioinmunoensayo (RIE) empleado en este trabajo fue descrito previamente por Fonger al.,
1982. Para el tamizaje de la presencia de anticuerpos anti-CEA en el suero de los ratones inmunizados con el
antigeno, los sobrenadantes de los cultivos de hibridomas o sus ascitis, se emplearon dos \ranantcs de RIE:
a) 20 il de la muestra se diluyeron con tampon borato-BSA y se calculo el enlazamiento de SI-CEA en
los precipitados finales luego de las incubaciones correspondientes, como porcentaje del enlazado por el
antisuero especifico anti-CEA, y restando siempre, y previamente, la radiactividad inespecifica precipitada
en ausencia de anticuerpos, v b) luego de diluir las 20 ul de cada muestra con el tampon, se incubaron 24
horas con una solucion que contenia 10 ug/ml de extracto de 6rganos normales y suero humano (Moroz
et al., 1978); después de esta incubacién se prosiguié con la técnica, I) la especificidad de los anticuerpos
se establecié mediante el cociente: por ciento de enlazamiento de '*°I-CEA en presencia del extracto
de Organos v sueros normales/por ciento de enlazamiento en ausencia del extracto. Este mismo proceso fue
realizado para ¢l antisuero policlonal especifico anti-CEA, Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

Clonaje v expansion de hibridomas

Los cultivos de hibridomas seleccionados por su produccion de anticuerpos se clonaron y reclonaron
por ¢l método de dilucion limitante (Hudson y Hay, 1980), utilizando medio HT y placas Costar 3596.
Los clones seleccionados se expandieron en medio HT con 7 por ciento de suero bovino y 3 por ciento de
SnCEH. Estos cultivos fueron utilizados para la recuperacién de anticuerpos monoclonales a partir de los
sobrenadantes, asi como para la criopreservacion de las células y su inoculacion a ratones.

Cariotipo

Se procesaron los cultivos en crecimiento exponencial de cada hibridoma v del mieloma parental tal v
como recomienda Hsu (1973), utilizando 0,05 pg/ml de colchicing (Merck) v 2 horas de incubacion a 37°C
en ¢l musmo medio de cultivo. Se estudié el ndmero de cromosomas por células, asi como la frecuencia v
tipo de marcadores presentes.

Produccion de ascitis

Para Ia produccion de liquido ascitico tumoral rico en anticuerpos monoclonales se inocularon i.p.
1-2 . 10® celulas de los hibridomas de interés a ratones BALB/cHab, inyectados por igual via y una semana
antes con 0,5 ml de adyuvante incompleto de I'reund, o mediante la inoculacion intracsplénica de 2-5 . 10*
celulas, referide por Witte y Ber (1983), pero modificada de forma tal que las células se transfundieron por
puncion a través de la pared abdominal expuesta, inmovilizando el bazo con ayuda de pinzas romas. lLntre
14 y 25 dias después se recogio la ascitis y se clarificé por oentnfugacmnes sucesivas de 600, 1 200 v 10 000

5, distribuyéndose en alicuotas para su conservacién a 20°C hasta su uso. En los experimentos se utilizo
tamb:en ascitis producido por el crecimiento de células P3/653 en los ratones.

Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

En células: se obtuvo una preparacion de granulocitos humanos a partir de un donante voluntario por la
téenica descrita por Gareia y Silva, 1979, La 1F] en estas células y ¢n eritrocitos de diferentes grupos sangui-
neos se realizo como reportado antes por Garcia ez al., 1984.

En tejido: se obtuvieron cortes por criostato en tejidos frescos que fueron secados al aire y fijados en
acetona durante 10 minutos. Posteriormente se lavaron en SSTF y se bloguearon con seroalbumina bovina
(BSA, Sigma) al 0,1 por ciento en SSTI durante 30 minutos, se incubaron con el anticuerpo monoclonal
a concentraciones de 50 ug/ml por igual tiempo, se lavé 15 minutos con SSTF v se aplicé un antisuero de
conejo anti-inmunoglobulinas de raton, conjugado con FITC (Meloy) por 30 minutos. Después de un lavado
de 15 minutos se contrasté con azul de Lvans al 0,045 por ciento y se monté en glicerina-SSTF (9:1).

Las preparaciones se observaron en microscopio Ortholux I (Leitz).

Ensayo inmunoenzimitico tipo ELISA

Las placas de poliestireno Costar (3590) se cubrieron con: a) 200 ul de la fraccion IgG del antisuero
policlonal anti-CEA de referencia, en concentracion de § gg/ml, disuelto en tampon carbonatobicarbonato
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0,01 M, pH 9,6 o; b) 200 ul de los anticuerpos monoclonales purificados, en concentracion de 5 ug/mi,
disueltos en igual tampdn. Las placas se incubaron durante 16 horas a 4°C en cdmara himeda, se lavaron
tres veces con SSTF-Tween 20 al 0,05 por ciento durante cinco minutos y bloquearon con BSA al 2 por
ciento e¢n tampdn de acoplamiento durante dos horas, a temperatura ambiente. Después de repetir los
lavados en iguales condiciones, se anadio a cada pozo 100 1 de una solucion de CEA a diferentes concentra-
ciones (1-100 ul/ml) incubandose durante una hora a temperatura ambiente. Inmediatamente se lavo y se
depositaron 100 4l de una dilucion 1/1 000 de los anticuerpos monoclonales purificados (concentraciones
de 5 pg/ml), incubandose 90 minutos a temperatura ambiente; luego se lavd con PBS-Tween y se incubaron
durante 90 minutos las placas con una dilucion 1/2 000 de un antisuero comercial anti 1gG de raton, conju-
gado con peroxidasa (Meloy). Finalmente se lavd y afiadio 200/ul de la solucidn del sustrato (ortofenilen-
diamina, Sigma) en tampon citrato pH 5. La reaccion se detuvo con 50 ul de HC1 2N v se levd 4 492 nm.

Inmunodifusion radial doble

Se empled la técnica de Ouchterloney y Nielssen (1978), empleando anticuerpos especificos contra
clases v subclases de inmunoglobulinas de raton (Miles).

Purificacion de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales IOR-CEA 1 e IOR-CEA 5 fueron purificados por cromatrografia de
intercambio ionico en DEAE-Affi-Blue (BioRad) y gel filtracion en Sephacryl §-200 (Pharmacia). Los
liquidos asciticos fueron sometidos a una extraccion con cloroformo a partes iguales (v/v) para eliminar
los componentes lipidicos y lipoproteicos, ¥ se centrifugaron a 1 750 xg durante 30 minutos. Se tomo la
fase superior y se centrifugd por ultima vez a 6 000 xg por una hora. El precipitado se desechd y el sobre-
nadante se dializd contra 100 volimenes de tampén TRIS-HCI 0,02 M, pH 7,2. Los fluidos asciticos asi
procesados se depositaron en una columna de 50 ml de DEAE-Affi-Blue, equilibrada contra ¢l tampdn
referido.

La proteina enlazada se eluyd mediante un gradiente discontinuo de 25, 50 y 60 mM de NaCl en el mismo
tampon. La columna se lavo con 0,5 M de NaCl v guanidina 6 M. El proceso de purificacion se siguio mediante
inmunodifusion simple contra antisucros especificos. Las fracciones eluidas a 50 mM se procesaron por gel-
filtracion en Sephacryl 8-200 para eliminar la transferrina que copurifico con los anticuerpos monoclonales
y s¢ ajustaron a las concentraciones de trabajo.

Los anticucrpos monoclonales IOR-CEA 2 e IOR-CEA 3 se purificaron por cromatografia de adsorcion
en una matriz de HA-Ultrogel (LKB). Los liquidos asciticos, procesados de forma semejante a la descrita
antes, se dializaron contra tampoén fosfato 10 mM, pH 6,8. La proteina enlazada fue eluida de la matriz
con un gradiente discontinuo de 100, 200 y 300 mM del mismo tampon a igual pH. Los picos fueron moni-
toreados a 280 nm vy mediante inmunodifusién simple. Las fracciones eluidas a 200 mM se ajustaron a las
concentraciones de trabajo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencion de anticuerpos monoclonales anti-antigeno carcinoembrionario

El 72,2 por ciento (7/11) de los sueros de los ratones inmunizados con la preparacion de
CEA manifestaron en el RIE algin tipo de enlazamiento, respecto a la radiactividad enlazada
por el anticuerpo policlonal de referencia. Los valores variaron entre 0,97 y 7,6 por ciento.
escogiéndose el animal que exhibia mayor titulo para el booster. Segln el sistema de inmuni-
zacién desarrollado, adaptado de un reporte anterior (Hammerling ez af, 1981), esta ultima
dosis debra administrarse por la via endovenosa, pero en pruebas previas se detecto una frecuente
reaccion anafilactica al utilizarse esta ruta y se empled finalmente la via intraperitoneal.

Luego de la hibridizacion por fusion de las células P3/653 y las células esplénicas del raton
escogido, se detectaron hibridomas resistentes al medio selectivo en el 63,7 por ciento (61/96)
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de los pozos; de estos, se ensayaron 27 cultivos resultando 11 sobrenadantes positivos en el RIE
con el antigeno radiciodado. Finalmente se clonaron y reclonaron cuatro de los cultivos
originales. dando lugar a cinco clones de hibridomas diferentes que se denominaron [OR/CEA
1, IOR/CEA 2, IOR/CEA 3, IOR/CEA 4 e IOR/CEA 5. En la seleccion de estos se empled
de nuevo el RIE, aunque se compararon los enlazamientos de CEA radioiodado, respecto al
policlonal de referencia, antes y después de preincubar las muestras con un extracto de 6rganos
y sueros normales.

En la tabla 1 se muestran los resultados referidos, tanto al probar los sobrenadantes de los
cinco clones, como el liquido ascitico tumoral producido por los hibridomas en ratones
BALB/cHab. Al emplear la ascitis, los enlazamientos y la especificidad - calculada a partir
de la comparacion de los valores antes y después de preincubacion con el extracto—, se incre-
mentaron para varios clones. Los cinco anticuerpos monoclonales escogidos mostraron en
esta prueba una especificidad semejante o superior al antisuero policlonal de referencia.

TABLA 1

PORCENTAJE DE ENLAZAMIENTO DE '251-CEA DE SOBRENADANTES Y ASCITIS DE CINCO
CLONES DE HIBRIDOMAS Y ESPECIFICIDAD FRENTE AL EXTRACTO DE PROTEINAS NORMALES

T enlazamiento en
presencia de proteinas

6 enfazamiento normales? T especificidadd

SN ASC SN ASC SN ASC
I0R-CEA.1 9.2 117 6,37 11,7 69,2 100,0
IOR-CEA.2 442 4.7 3,25 4.3 73.3 91,5
IOR-CEA.3 3,74 5,6 2,88 4.1 77,0 73,1
IOR-CEA 4 5,65 14,4 4,26 10,1 75,4 70,1
10R-CEAS 7,24 7,0 6,05 7,0 83,6 100,0
PCECH 54,7¢ 49,2¢ 38,4¢ 33,2¢ 70,3 67,5

g  antisuero policlonal especifico anti-CEA; » — extracto de proteinas de drganos y suero humanos nor-
males; ¢ — 7 de enlazamiento con respecto a la radiactividad total; d — el %0 de especificidad se calculo
segun la relacién: enlazamiento en ausencia de extracto de proteinas normales/enlazamiento en presencia
del extracto (x 100); SN - sobrenadante de cultivo; ASC — ascitis tumoral,

La inclusion del paso de preincubacion con el extracto de organos y sueros normales tiene
su base en la informacion existente acerca de la presencia de moléculas con cierta identidad
quimica ¢ inmunolégica con el CEA en la circulacion y los tejidos del organismo. Entre estas
estin el antigeno de reactividad cruzada no especifico o NCA (Von Kleist y Burtin, 1979)
presentes en pulmoén, bazo y los granulocitos; el NCA-2 aislado del meconio y las heces adultas
(Burtin et al, 1973); el antigeno fecal normal (Matsouka ¢t al,, 1982); la glicoproteina biliar
1 o BGP-1 (Svenberg ef al., 1979); el antigeno del meconio, o MA, (Primus ¢f al, 1983),
y otras. Algunos trabajos recientes basados en el empleo de antisueros policlonales y anti-
cuerpos monoclonales han indicado que el CEA posee epitopes nicos, no compartidos con el
NCA y el MA; Primus et al,, 1983b, han establecido que el CEA posee al menos tres clases de
epitopes —denominadas I, Il y III-, de las cuales la I y Il son compartidas por el CEA con el

148



IV, Gavilondo, et al.

30
P65 neB5
1] »
30
I0R-CEA/3 n=3
3% 4 l.lll- P |
IOR-CEAIS n=35
£, N u:-..-.uh .
g 30
. IOR-CEA/L n=30
h-
‘g % A Al 1 T _*l-—-l—
10R-CEA/ n=L2
0, P l—l—‘
30
I0R-CEA/2 n=54
0 _n_n.nu_n_u.n.h A "
2N LN 6N  ploidia
20 L0 60 80 100 120 cromosomas

FIG. 1. Resultados del estudio cromosomico del mieloma parental y Jas cineo clases de hibndomas: A bseisa:
nimerp de cromosomas v ploidias (V=20 para la especie raton); ordenada: numero de celulas con un deter-
minado contenido cromosomica (n numero total de células examinadas para cada cultive),  Todas las
Ifneas presentaron marcadores submetacéntricos y subtelocéntricos, asi como diminutos

Caracteristicas del reconocimiento tisular de los anticuerpos IOR-CEA 3 ¢ IOR-
CEA 5

Una de las aplicaciones perspectivas mas importantes de los anticuerpos monoclonales contra
antigenos tumor-asociados —v entre ellos el CEA | estd en su empleo en pruebas inmunohis-
toquimicas. Estas pueden estar enfocadas hacia: a) la confirmacion diagnostica de tumores
primarios o secundarios, b) la deteccion temprana de lesiones precancerosas, v ¢) la creacion de
grupos de pacientes con distintos prondsticos, que a pesar de poseer semejante histologia
tumoral exhiben diferente patron antigénico en las células del tumor (Stramignoni et al,
1983).

Para validar la utilidad de los monoclonales anti-CEA obtenidos, se comenzo a ajustar la
tecnologia estudiando las caracteristicas del reconocimiento de dos de los anticuerpos perte-
necientes a subclases diferentes de inmunoglobulinas, sobre un panel de tejidos tumorales y
fetales. Para ello, los anticuerpos IOR-CEA 3 (I1gM) e IOR-CEA 5 (IgG1) fueron primeramente
purificados por cromatogratias de adsorcion, ¢ intercambio ignico-gel filtracion, respectiva-
mente. La purificacion de 1gM monoclonal en HA-Ultrogel resultd muy eficaz: detalles del
comportamiento de esta matriz se reportan en otro articulo (Velandia ef ¢/.). El uso de concen-
traciones conocidas de anticuerpos purificados permitio estandarizar rapidamente las técnicas
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NCA. y lal conel MA. En definitiva, la obtencion de anticuerpos monoclonales contra el CEA,
debe estar dirigida hacia la seleccion de aquellos con menor reactividad cruzada posible con
estas moleculas, como forma de incremetar la especificidad de ellos.

Nuestro grupo decidio evaluar la preincubacién con el extracto de érganos y sueros normales,
como posible método discriminativo durante la seleccion inicial de los clones de hibridomas,
para proceder luego con otras pruebas mds directas. En la tabla 2 se presentan los estudios
de la reactividad de los cinco monoclonales frente al NCA presente en la superficie de los
granulocitos (Wahren ¢f al., 1980; Primus ef al.. 1983b) y los antigenos de grupo sanguineo,
que también se ha reportado presentan reactividad inmunoquimica con epitopes del CEA.
Aparecen también las subclases de inmunoglobulinas determinadas por inmunodifusion radial
doble para estos anticuerpos. Los resultados indican que los anticuerpos monoclonales [OR-
CEA 1. IOR-CEA 2 e IOR-CEA 5 presentan importantes reactividades cruzadas con el NCA,
y de ellos, el primero y el iltimo también con el antigeno A de grupo sanguineo. EIIOR-CEA3
demostro la mayor especificidad para el CEA en estas pruebas.

TABLA 2

ENSAYOS DE RECONOCIMIENTO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
FRENTE A MOLECULAS DE REACTIVIDAD CRUZADA CON EL CEA

Clase y Eritrocitos?
Muestrd® subclase Polimorfonuc!earesb A B 0

IOR-CEA.1 IgG1 54.0% 1.5% 0% 0%
JIOR-CEA.2 IgM 38,0% 04% 0% 0%
JIOR-CEA.3 lgM 0% 0% 0% 0%
IOR-CEA 4 1gG1 16,0% 0% 0% 0%
IOR-CEA.S 1gGl 29,0% 106% 0% 0%

P3/653 0% 0% 0% 0%

a — ascitis tumoral; b~ % determinados por inmunofluorescencia indirecta en células en suspension.

Los estudios del cariotipo de los cinco hibridomas demostraron que para cuatro de los
clones, este se estabilizd a niveles cercanos al tetrapoide, lo que concuerda con el origen de
los hibridos a partir de linfocitos y el mieloma parental, que no es estrictamente diploide,

En Ia figura 1 se observa también que a pesar de los procesos de clonaje y reclonaje, existe
una cierta dispersion en los cariogramas, provocada quizds por la ripida diversificacion que
sufren en general los clones de células tumorales (Nicolson, 1984), Ello refuerza la necesidad
de la congelacion temprana de los hibridomas y/o su clonaje repetido. Por dltimo, y a pesar
de haberse generado en el marco de la misma fusion, el hibridoma IOR-CEA 4 presentd una
clase modal cromosomica que sugiere que este pudiera haberse originado a partir de la fusion
de tres parentales,
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de [FI en tejidos frescos. La tabla 3 muestra que tanto el tejido fetal de pulmén y colon
como los tumores de colon y recto ensayados, fueron reconocidos por ambos monoclonales,
tal y como debia esperarse por su expresion de CEA (Goldenberg, 1976) (figura 2).

> g
0

._"

'
¢

FIG. 2, Reconocimiento evidenciado por el IOR-CEA 3 (50 ug/ml) en tejido fresco de colon humano
fetal por la téenica de inmunofluorescencia indirecta (con contraste de azul de Evans). Se destaca la intensa
fluorescencia en citoplasma v membrana de las células epiteliales y en el detritus presente en la luz intestinal
(x 630).

TABLA 3

ENSAYOS DEL RECONOCIMIENTO TISULAR DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
IOR-CEA.3 e IOR-CEA.S

Tejido 1OR-CEA.3 IOR-CEA.5
Mama (adulto):
— lesionces benignas
- papiloma distal 0f1 0/1
- fibroadenoma 5/8 3le
- displasia fibroquistica 2/2 2f2
- cistosarcoma phyllodes 0/1 0/1
- carcinoma 2/4 NI
Pulmon (adulto):
carcinomas a células grandes 3/4 2/4
Intestino (adulto):
carcinoma de colon 3/3 3/3
carcinoma de recto 1/1 1/1
Feto:
pulmon 10/10 5/5
colon 10/10 5/5
rinon 0/10 0f3
higado 0/10 0/5

NE - no ensayado. Los niimeros representan las muestras positivas, respecto al total estudiado.
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El reconocimiento exhibido en otros tumores y lesiones premalignas, indico una cierta hete-
rogeneidad en ¢l marcaje a pesar de que estos se clasificaron homogéneamente por su histologia.

De los dos monoclonales ensayados, el [OR-CEA 3 mostré el marcaje mas intenso. Ello
puede deberse tanto a que reconocen epitopes diferentes a la molécula de CEA, que pueden
estar mds o menos representados topogrificamente, o a que el [OR-CEA 3 es un IgM y puede
amplificar la fluorescencia con un segundo anticuerpo que reconozca bien las cadenas ligeras.

Estdn en ejecucion también otros ensayos con la técnica de inmunoperoxidasa, con vista
a determinar las caracteristicas de las células reconocidas por estos anticuerpos.

Estudios inmunoenzimaticos para la deteccion de CEA con los monoclonales
IOR-CEA 1 e IOR-CEA 2

En trabajos recientes (Acolla et al., 1980; Buchegger et af., 1982; Hedin ef al., 1983) los
anticuerpos monoclonales anti-CEA han comenzado a emplearse cn el montaje de sistemas
inmunoenzimaticos (EIA) para la deteccion de CEA circulante con el objetivo primario de
sustituir a los radioinmunoensayos.

La especificidad de los monoclonales permite prever que. estos EIA alcanzardn niveles de
deteccion comparables o superiores a los métodos tradicionales, pero ademds, abririn otras
posibilidades diagnoésticas y pronosticas de mayor trascendencia, ya que al detectar epitopes
exclusivos para el CEA, se podrdn discriminar: a) los verdaderos niveles de CEA circulantes,
excluyendo otras moléculas asociadas a este, y/o b) las variaciones inmunolégicas en las molé-
culas del CEA secretadas por tejidos normales y por diferentes tumores.

En la figura 3 se observan los resultados de nuestros estudios preliminares, donde se reali-
zaron una serie de variantes de ELISA para la determinacion del CEA. Estas consistieron

A/

ol -
5w 0 0 0 0 50
CEA ng/ml

FIG. 3. Resultados de las diferentes combinaciones utilizadas en el ensayo inmunoenzimdtico para la deter-
minacion de CEA:  (®) policlonal anti-CLA/TOR-CEA 1:(7) policlonal unti-CEA/IOR-CEA 2: (x) IOR-CLA
2/IOR-CEA 1; (9 IOR-CEA 1/IOR-CEA 1: (<) IOR-CLA 2/IOR-CLA 2. Lin estay descripeiones el orden de
aparicion indica: primer anticuerpo (antigeno), segundo anticuerpo.
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en ensayos sandwich indirectos con el antisuero policlonal de referencia, o los anticuerpos
monoclonales purificados, en calidad de primer anticuerpo y los anticuerpos monoclonales
como segundo anticuerpo,

De las diferentes variantes ensayadas, la combinacion policlonal de referencia como primer
anticuerpo y el IOR-CEA | en calidad de segundo anticuerpo, dio la mayor sensibilidad, discri-
minando entre aproximadamente 1 y 50 pg/ml de CEA purificado. Cuando se emplearon
combinaciones de un mismo anticuerpo monoclonal, se observd una completa inhibicién del
ensayo, como era de esperar si el antigeno tuviera saturados los epitopes reconocidos. Como se
observa también en la figura, el antisuero comercial reconoce el anticuerpo [OR-CEA 2 (IgM)
por sus cadenas ligeras: los niveles inferiores exhibidos por la combinacién policlonal-10R-CEA 2
deben ser ascritos, por tanto, a la especificicidad de este altimo. Empleando ¢l IOR-CEA 2
como primer anticuerpo y el IOR-CEA 1 como segundo, se observaron niveles bajos de identi-
ficacion, lo que puede deberse entre otras, a razones semejantes a la comentada. Actualmente
se estudian diversas combinaciones con los restantes anticuerpos monoclonales con el fin de
explorar la generacion de un ELISA basado en este tipo de anticuerpos,
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