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Técnicas

Inmunizacién primaria in vitro para la obtencidn de
anticuerpos monoclonales de ratén contra antigenos
solubles
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Genética v Biotecnologia, Apartado 6162, La Habana-6, Cuba

La posibilidad de obtencion de hibridomas secretores de anticuerpos monoclonales (AcM)
especificos, a partir de linfocitos B estimulados in vivo, puede verse limitada experimentalmente
a causa de: a) tolerancia o pobre respuesta para el antigeno particular. £/ respuesta selectiva a
uno o 2 unos pocos de los componentes de la preparacion inmunogénica, ¢/ insuficiente cantidad
de antigeno para realizar inmunizaciones que lleven a altos titulos de anticuerpos y. por ende,
a un adecuado contenido de linfocitos especificos en el bazo. v d/ dificultad para realizar una
inmunizacion controlada, especialmente cuando se trata de obtener AcM humanos. Todo ello
ha llevado al desarrollo progresivo de técnicas para la inmunizacion primaria o secundaria
in vitro, que pueden contribuir a la solucion de algunos de estos problemas (Borrebaeck, 1986:
Boss, 1986: Hoffmann y Hirst, 1985: Jonak y Kennett, 1984: Lagacé y Brodeur, 1985: Luben y
Mohler, 1980: Ness ¢r al., 1984; Reading, 1982, 1986; Schelling, 1986: Takahashi er a/,, 1987:
Wasserman er al., 1986; Yamaura et al,, 1985).

La técnica de inmunizacion primaria in vitro que a continuacion describimos, ha sido empleada
con éxito por nosotros para la obtencion de AcM de raton contra moléculas recombinantes de
muy diferentes caracteristicas e inmunogenicidad, tales como el interferén humano gamma y
el factor de crecimiento epidérmico humano (Gavilondo er al., 1987). En ella se emplea el
sobrenadante de cultivos mixtos de timocitos de raton como fuente de las citoquinas necesarias
para lograr una respuesta especifica y la expansion clonal de las células B. Otras variantes
pueden ser consultadas por los interesados en las publicaciones ya mencionadas.

Medio condicionado por timocitos de raton (TCM)

1. Sacrifique por dislocacion cervical y uno a uno, igual nimero de ratones de las Iineas BALB/c¢
y C57B1/6, preferiblemente hembras y de 6-8 semanas®.

. Sumena el animal en etanol al 70 por 100 y piselo al drea de trabajo estéril. Proceda a
extraer el timo con ayuda de tres juegos de tijeras y pinzas estériles, tal como sigue:

[ %]

En animales de mayor edad, principalmente de la linea BALB/c, se produce una rapida atrofia del timo
v, consecuentemente, no es posible recuperar un adecuado niimero de células,
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fije las extremidades del animal mediante agujas. con el lomo del raton hacia la tabla
de diseccion:

limpie con un algodén empapado en alcohol al 70 por 100 el cuello, el térax y el
abdomen:

con el primer juego de instrumentos tome la piel del térax, haga un ligero corte superficial
a nivel de la base del esternon y decole para cortar hasta las dos regiones axilares un
amplio flap que exponga la caja tordcica;

lave el campo con etanol al 70 por 100 y con el segundo juego de instrumentos, corte
los musculos v las costillas desde la base del esternén, de forma similar a la va deserita,
y deposite el flap sobre la cabeza del animal: luego de esta maniobra, el timo aparece
como un organo bilobulado blanquecino en la zona superior anterior del corazon:
mediante el tercer juego de instrumentos, proceda a liberar la glindula, preferiblemente
mediante tijeras curvas, y cuidando de no perforar la traquea subyacente:

sumerja la glandula recién extrarda en un tubo de centrifuga de 50 ml. conteniendo 25 ml
de “medio de lavado™ (ML: este puede ser cualquier medio de cultivo con antibidticos;
en nuestro caso empleamos medio RPMI 1640, con 1 g/l de NaHCOj;. 3 g/l de HEPES
y 80 microgramos/ml de gentamicinal;

proceda con el siguiente animal.

. Con unos forceps estériles coloque los timos sobre una malla metdlica de 60 mesh y libere

las células hacia una placa de petri que contenga ML, mediante presion con el émbolo de
una jeringuilla plastica v goteo ocasional de ML sobre los residuos de capsula y grasa. Trans-
fiera la suspension celular a un nuevo tubo de centrifuga de 50 ml.

. Pipetee repetidamente esta suspension (6-7 veces) hasta disociar los grumos celulares, com-

plete con ML hasta 50 ml y centrifugue 10 minutos a temperatura ambiente v 1 100 rpm en
una centrifuga de mesa.

. Deseche el sobrenadante v resuspenda el “pellet” con 25 ml de ML. Diluya conveniente-

mente (10 veces) una aljcuota de esta suspension con Trypan Azul y estime el niimero total
de células en una cdmara contadora comin, empleando aumento 40x.

. Complete hasta 50 ml con ML y centrifugue como fue recomendado antes. Resuspenda

el “pellet” en suficiente medio de cultivo (MC; medio RPMI 1640, suplementado con
1 g/l de HaHCO;, 3 g/l de HEPES, 2 mM de L-glutamina. 1 mM de piruvato de sodio,
0,05 mM de 2-mercaptoetanol, 8-10 por 100 de suero bovino® y 40 microgramos/ml de
gentamicina) como para lograr una suspension de cuatro millones de timocitos por ml de MC',

Divida alicuotas de 50 ml de esta suspension en frascos de 75 ¢cm?, ¢ incube horizontalmente
4 37°C v 5 por 100 de CO;).

. Luego de 48 horas. coseche el medio y elimine las ¢élulas v desechos mediante centrifugacion

a 500 g por 10 minutos, Filtre el TCM por 0.2 micras y conserve en alicuotas de 15 ml a
TO°C*E,

Il suero bovino debe ser preseleceionado para una adecuada estimulacion en la lase de gencracion de
los hibridomas v it cultivo posterior (Gavilondo, 1987).

¥5 11 TOM conservado de esta torma es estable por meses.
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Inmunizacion primaria in vitro

&

[

Sacrifique por dislocacién cervical, uno a uno, cuatro ratones BALB/c, no inmunizados,
preferiblemente hembras.

. Sumerja el animal en etanol al 70 por 100 y pdselo al drea de trabajo estéril. Proceda a

extraer el bazo con ayuda de tres juegos de tijeras y pinzas estériles, tal como sigue:

— fije las extremidades del animal mediante agujas, con el abdomen del raton hacia la tabla
de diseccion y ligeramente recostado sobre el lado derecho:
limpie con un algodén empapado en alcohol al 70 por 100 todo el lado izquierdo del
animal:
con el primer juego de instrumentos tome la piel, aproximadamente a un centimetro de
la zona subcostal y haga una incision superficial perpendicular al eje del animal. Decole
hasta visualizar el bazo a traves de la pared muscular y peritoneal:

— lave el campo con etanol al 70 por 100 y empleando otro juego de instrumentos, corte
la pared para exponer el bazo, que aparece como un Organo elongado y rojo oscuro,
sobre el estémago;

— con el tercer juego de instrumentos, libere el bazo, cuidando no perforar el estomago;
sumerja el bazo recién extraido en un tubo de centrifuga de 50 ml, conteniendo 25 ml
de ML:
proceda con el siguiente animal.

. Con unos forceps estériles, coloque los bazos sobre una malla metdlica de 60 mesh y libere

las células de manera semejante a la descrita para los timocitos. Transfiera la suspension
celular a un nuevo tubo de centrifuga de 50 ml.

. Pipetee repetidamente esta suspension (6-7 veces) hasta disociar los grumos celulares: com-

plete con ML hasta 50 ml y centrifugue 10 minutos a temperatura ambiente y 1 100 rpm
€n una centrifuga de mesa.

. Deseche el sobrenadante y resuspenda el “pellet’” con 25 ml de ML. Diluya conveniente-

mente (10 veces) una alicuota de esta suspension con Trypan Azul y estime el nimero total
de células en una cdmara contadora comin, empleando aumento 40x.

. Complete hasta 50 ml con ML y centrifugue como fue recomendado antes. Resuspenda cl

“pellet” en suficiente medio de inmunizacion (MI; 50 por 100 de MC, 50 por 100 de TCM,
y 1-30 pg/ml del antigeno en cuestion®, prefiltrado por 0,2 um) hasta lograr una suspension
de 10 millones de células esplénicas por ml de MI. Divida alicuotas de 15 ml de esta suspen-
sion en frascos de 25 em?, e incube horizontalmente a 37°C v § por 100 de CO,.

. A partir del tercer dia es posible observar un cambio en la coloracion del medio, producto

del metabolismo celular. Al quinto dia, la inspeccién en el microscopio invertido revela
abundantes células adherentes, de apariencia macrofdgica, a las cuales estan “anclados”
grupos de elementos de morfologia linfoblastoide, con diametros unas dos veces superiores

Sc han realizado inmunizaciones exitosas con concentraciones de antigeno inferiores a 1 gg/ml, pero en
estos niveles y por debajo de ellos se observa hubitualmente una caida en la eficiencia de formacion de
hibridomas y en la proporcion de estos que muestran especificidad, Al comenzar el trabajo con un
antigeno soluble es conveniente hacer un experimento en el cual se emplecn diferentes dosis de inmuni-
zacion por frasco de 25 em?, fijando cinco dias de incubacidn, Una gran proporcion de los hibridomas
espeeificos generados por estos procedimientos de inmunizacidn primaria secretan anticuerpos del tipo
1gM: ello hace que en ¢l tamizaje de los cultivos sea conveniente emplear antisueros polivalentes,
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al de un linfocito. Otras células linfoblastoides aparecen en forma de “‘racimos”™ flotantes,
También pueden observarse en el sobrenadante grandes células aisladas.

. Disloque los blastos mediante pipeteo suave sobre la superficie de cultivo, o mediante un

golpe seco de la palma de la mano en uno de los costados del frasco. Las células adherentes
que permanecen en el frasco se desechan v las cosechadas en el sobrenadante estdn listas para
la fusion®,

Fusion

A pesar de que los procedimientos de hibridizacion por fusion son extraordinariamente

variados, v cada investigador los adapta a sus condiciones particulares, exponemos a continua-
cion los métodos empleados por nosotros en los experimentos referidos al comienzo de este
escrito,

1.

Coloque los blastos en tubos de centrifuga de 50 ml y complete con ML. Coseche como
habitual la Iinea celular “pareja de fusion™ de su eleccion (en nuestro caso empleamos
indistintamente el mieloma P3/x63.Ag8.653 o el hibridoma Sp2/0-Agl4). Centrifugue
como fue recomendado anteriormente,

. Deseche el sobrenadante y resuspenda los “pellet™ con ML. Diluya convenientemente

alicuotas de estas suspensiones con Trypan Azul y estime el nimero total de células en una
cdmara contadora comtn, empleando aumento 40x. Mezcle en un mismo tubo los linfocitos
y la pareja de fusion en proporciones de 10:1 6 5:1.

. Centrifugue como se recomendo antes: deseche todo el sobrenadante, disloque el “*pellet™

con golpes suaves contra la superficie de trabajo del flujo laminar v anada 0.3-0.5 ml de
solucion de Polietilenglicol, precalentada a 37°C, gota a gota, durante un minuto (nosotros
empleamos PEG 1450 al 42 por 100, en Dulbecco’s Modified Eagle Medium. v con pH lige-
ramente alcalino).

. Resuspenda las células inmediatamente con 5 ml de ML precalentado, gota a gota, y durante

tres minutos. Anada 5 ml mas de ML, deje reposar por cinco minutos a temperatura ambiente
y centrifugue como fue mencionado antes. Durante los pasos 3 v 4, es importante mantener
la suspension celular en agitacion constante mediante la mano. o preferiblemente con un
mezclador tipo rortex, a muy baja velocidad de rotacion,

. Resuspenda el “pellet™ en “medio selectivo™ (MS: MC, suplementado con 003 mM de

hipoxantina. 3 uM de timidina y 0.4 pM de aminopterina), hasta llegar a una concentracion
de un millon de células fundidas/ml de MS. Siembre 100 microlitros, o un ml de esta suspen-
sion, en cada pozo de placas de 96 o 24 excavaciones, respectivamente. A causa de que
las células adherentes originales permanecieron en el frasco de inmunizacion, es un requeri-
miento imprescindible la adicion de “células alimentadoras™ o medios condicionados a
estos cultivos,

—

-

In virtud de que se recupera habitualmente del 20 al 25 por 100 del nimero onginal de ¢élulas esplénicas
sometidas a la inmunizacion, partiendo de cuatro ratones, es posible obtlener unos 80 millones de linfocitos,
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