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RESUMEN

Se obtuvieron los anticuerpos monoclonales (AcM)
CB-tPA.1, CB-1PA.2 y CB-1PA.3, de la clase IgGl,
secretados por hibridomas generados mediante la
fusion del mieloma P3/x63.Ag8.653 con linfocitos
esplénicos de ratones inmunizados con activador
tisular del plasminégeno (t-PA) natural, purificado a
partir de sobrenadante de cultivos de la linea de
melanoma humano BOWES.

Estos AcM reconocen en immunodot el t-PA natural
de simple y doble cadena, y (-PA recombinante de
doble cadena (In Vitron). Se desarrollaron sistemas
ELISA tipo sandwich, que emplecan los AcM como
anticuerpos de captura y anticuerpos policlonales de
conejo anti t-PA, conjugados con peroxidasa, en el
revelado de la reaccidn. La sensibilidad de estos
sistemas fue de 3 ng/ml y pueden ser empleados para
la cuantificacion de t-PA natural y recombinante, asi
como para la medida de t-PA en muestras de sangre.

SUMMARY

Stable hybridoma clones secreting the IgGl mouse
monoclonal antibodies (Mabs) CB-tPA.1, CB-tPA.2
and CB-tPA.3 were obtained from the fusion of the
P3/x63.Ag8.653 myeloma with splenic lymphocytes of
mice, immunized with natural tissue plasminogen
activator (t-PA). The antigen was purified from the
culture supernatant of the Bowes human melanoma
line.

The Mabs recognize natural single and double chain
t-PA, and recombinant double chain t-PA (In Vitron),
using immunodot procedures. Combining Mabs and
peroxidase-conjugated rabbit anti t-FPA polyclonal
antibodies we developed sandwich ELISA systems
with a sensitivity of 3 ng/ml. These ELISA can be
used for the quantitation of natural and recombinant
t-PA in different samples, including blood.

INTRODUCCION

Se han empleado diferentes sustancias
como agentes fibrinoliticos en pacientes con
trombosis arterial y/o venosa. Las mas
usadas han sido la uroquinasa, la
estreptoquinasa y ¢l activador tisular del
plasmindgeno (t-PA) (Tennant 1984; Van
der Wert 1984). Este altimo puede ser
obtenido por cultivo de células de linea de
melanoma humano (por ¢cjemplo Bowes) y
por via recombinante en células de
organismos superiores (Matsuo et al. 1983;
Collen, 1984; Kruithof et al., 1985).

Se ha reportado la obtenci6n de
anticuerpos monoclonales (AcM) contra
el (-PA, para ser utilizados en procesos
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de purificacion y caracterizacion de esta
molécula. Los sistemas elaborados a base
de AcM para la cuantificacion de t-PA son
particularmente utiles en el control de los
procesos de produccion del (-PA natural o
recombinante (Takada et al. 1986; Reilly
et al. 1988).

En este articulo reportamos la obtencion
de AcM de raton que reconocen (-PA de
simple y doble cadena. Con AcM y
anticuerpos policlonales de conejo contra
t-PA hemos claborado un sistema
inmunoenzimatico ELISA tipo sandwich
con una sensibilidad de 3 ng/ml.

MATERIALES Y METODOS

Antigenos e inmunégenos

El t-PA natural s¢ obtuvo a partir del
sobrenadante de cultivo de células de melanoma
humano Bowes. Una vez confluentes, las células se
incubaron en medio DME (Gibco) sin suero,
obteniéndose el sobrenadante que fue filtrado por
045y 0.2 um. Se realizd una purificacién en 2 pasos
cromatograficos empleando secuencialmente
malrices de zinc quelato y Lisina Sepharosa
(Pharmacia) segin el procedimiento descrito por
Dova er al. (1986). Todo ¢l proceso se llevé a cabo
a 4°C. El eluato fue concentrado por ultrafiltracién y
se analiz6 su pureza en gel de poliacrilamida al 10%
con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). La
actividad especifica del t-PA se determind segin el
método de Astrup y Millertz (1952). En algunos
experimentos de caracterizacion se empled t-PA
comercial de doble cadena (In Vitron).

Inmunizacion

Se inmunizaron ratones BALB/c machos de 8
semanas por via subcutdnea en los dias 0, 7 y 21, con
dosis de 50 #g de 1-PA natural. Para la primera dosis,
¢l antigeno fue emulsionado con adyuvante completo
de Freund (Gibeo); para las dosis restantes se empled
adyuvante incompleto. A los animales con mayor
titulo (ver mds adelante) tres dias antes de la fusidn
se les suministré una cuarta dosis booster de 50 ug de
1-PA en solucién salina tamponada con fosfatos
(SSTF), por la via intraperitoneal.

Fusion y cultivo de hibridomas

Para la hibridacién se empleé el micloma
P3/x63-AgB.653. Como agente promotor de la fusién

se utilizd polietilenglicol 1450 (Sigma) y una relacion
mieloma/células esplénicas de 1:10. Las células
fundidas se sembraron en Elacas Costar de 96 pozos
a una concentracion de 107 células/ml de medio. El
medio de cultivo sclectivo fue RPMI 1640 (Gibeo)
suplementado con 10% de suero de ternero nconato
descomplementado (Cuba-Vet), 18 mM de Hepes
(Flow), 17 mM de NaHCO3 (Gibco), 2 mM de
L-Glutamina (Gibco), 1 mM de piruvato de sodio
(Gibco), 0,05 mM de 2-mercaptoetanol (BDH),
40 pg/ml de gentamicina (Pharmachin), 3% de
sobrenadante de células endoteliales humanas
(HECS; Astaldi 1983), y la mezcla precleaborada
HAT (Sigma). Los cultivos secretores de anticuerpos
especificos se clonaron y reclonaron por dilucion
limitante.

Seleccion de hibridos secretores de
anticuerpos especificos

Se recubrieron placas de poliestireno (Dinatech)
con 5 ug/ml de t-PA natural en tampén
carbonato-bicarbonato pH 9.6 durante toda la noche
a 4°C (100 1 por pozo). Las placas se bloquearon con
2 % de leche descremada en SSTF durante hora, a
37°C y se afadieron 100 ul de los sobrenadantes de
cultivo de hibridomas a cada pozo. Después de
3 horas a 37°C las placas se lavaron con SSTF-Tween
20 y se incubaron una hora con una solucion de [gG
de carnero anti-1gG de raton, conjugada a Peroxidasa
(Sigma), diluida 1:1000 en la misma solucion de
bloqueo. Después de varios lavados, la reaccidn fue
revelada con 100 ul por pozo de ortofenilendiamina
al 0.04 % en tampon citrato pH 5,0, conteniendo 0,04
% (v/v) de una solucién de perdxido de hidrogéno al
30 %. La reaccion se detuvo con 50 ul de Hz2S04
2,5 M y se procedid a determinar la absorbancia a 492
nm en un lector microELISA (Multiskan Titerkek).

Se consideraron positivas las muestras que dieron
valores al menos cuatro veces superiores a los del
promedic de los controles negativos (sobrenadantes
de hibridomas secretores de AcM no relacionados).

Determinacion del isotipo del AcM

Se empled la técnica de inmunodifusion radial
doble de Ouchterlony v Nielsson (1978), con
antisueros clasificadores (ICN- Immunobiologicals) y
sobrenadantes de cultivos de hibridomas
concentrados veinte veces.

Purificaciéon de AcM

La purificacién de los AcM se realizé a partir de
fluido ascitico obtenido después de la inoculacién de
tres millones de células hibridas en la cavidad
peritoncal de ratones BALB/c, preinyectados 10 dias
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antes con aceite mineral por la misma via. El ascitis
colectada por puncién repetida se centrifugd a
500 x g, se delipidizé con cloroformo 1:1 y se dializé
contra SSTF. Para la purificacién se empled la
cromatografia de afinidad en Proteina A Sepharosa
CL 4B (Pharmacia) siguiéndose el protocolo sugerido
por el fabricante.

Ensayos de competencia

El andlisis de reconocimiento de epitopes po1 los
diferentes AcM se realizé mediante un ELISA por
competencia (Marcovina er al., 1984), recubriendo
placas de poliestireno con t-PA natural a una
concentracion de 2,5 ug/ml, toda la noche a 4°C.
Luego de bloquear las placas se afiadieron los
anticuerpos monoclonales, solos o combinados a
concentraciones tales en las que se alcazaban
condiciones de saturacidén. Se incubaron por una
hora y el ELISA se desarrollé como fue descrito
anteriormente. En estas condiciones, se obtienen
valores superiores de absorbancia para la mezcla de
los AcM con relacion con cada uno por separado, solo
si los AcM puestos a competir reconocen sitios
diferentes en la molécula de t-PA.

Inmunodot

Se aplicaron 10 u1 de distintas concenlraciones de
t-PA natural de doble y simple cadena y de t-PA
recombinante de doble cadena a la nitrocelulosa, Los
sitios libres fueron bloqueados con SSTF y 5% de
leche descremada durante 2 horas a 37°C. Se afadié
¢l AcM a una concentracidon de 20 ug/ml en SSTF y
1% de leche descremada y se mantuvo en agitacion
constante 2 horas, a 37°C. Después de lavada la
nitrocelulosa, se aplicé un anticuerpo anti IgG de
ratén biotinilado (Amersham) diluido 1:300, durante
una hora a temperatura ambiente. La nitrocelulosa
fue lavada nuevamente y se incubd con el complejo
estreptavidina-peroxidasa (Amersham) diluido 1:200
durante 1 hora, a temperatura ambiente. Después de
un lavado extenso se anadié 4 cloro 1 naftol diluido
en metanol y tampén tris-salino, como sustrato
inscluble.

Obtencion y marcaje de anticuerpos
policlonales

Para la obtencién de anticuerpos policlonales
anti t-PA se inocularon conejos New Zeland White
de 3 kg de peso por via subcutdnea con un total de
cuatro dosis de 200 ug del antigeno natural, a
intervalos de 15 dias. En la primera dosis el antigeno
se emulsiond en adyuvante completo de Freund y en
las restanies en adyuvante incompleto. Los
anticuerpos fueron purificados por cromatografia de
afinidad en Proteina A Scpharosa a partir del suero
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de los animales. Para algunos experimentos, los
anticuerpos s¢ acoplaron a peroxidasa de rdabano
picante (Sigma) de acuerdo con el método de Nakane
y Kawao (1974).

Sistema ELISA para la cuantificacion de
t-PA

Para este ensayo se emplearon los AcM CB-tPA.1
y CB-tPA.2, o una mezcla de ambos, como
anticuerpos de captura, a una concentracion de 10
#g/ml en tampén bicarbonato, pH 9,6. Se
recubrieron las placas de poliestireno con 100 ul por
pozo durante toda la noche a temperatura ambiente,
se lavo una vez y se bloqued con SSTF y 2 % de leche
descremada a temperatura ambiente durante una
hora. Se lavd una vez y se afladieron las muestras de
sobrenadante de cultivo de células Bowes y de
soluciones de tPA natural purificado y comercial
(fn Vitron) de concentracién conocida, incubando,
2 horas a temperatura ambiente. Se lavd
repetidamente, y a continuacién se anadid a cada
pozo 100 ul del anticuerpo policlonal anti-tPA
conjugado a peroxidasa, durante una hora a
temperatura ambiente. Después de un lavado
exhaustivo, la reaccidon se reveld afadiendo
ortofenilendiamina al 0,04 % en tampdn
citrato-fosfato pH 5,0, conteniendo 0,04 % (v/v) de
una solucién de perdxido de hidrégeno al 30 %.

Como referencia se desarrolld un sistema
totalmente policlonal.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el chequeo del t-PA natural
purificado mediante SDS-PAGE se
evidencid que el 95 % correspondia a t-PA
de doble cadena (33 000 - 34 000 kDa) y el
resto a t-PA de simple cadena (67 000 kDa)
(figura 1). La actividad especifica se
estimo6 en 300 000 Ul/mg de proteina.

A partir de dos experimentos de fusion
se seleccionaron tres cultivos de hibridomas
que después de tres clonaciones consecutivas
mantuvieron caracteristicas de crecimiento
y secrecion de inmunoglobulinas especificas
adecuadas. Los clones y sus AcM se
denominaron CB-tPA.1, CB-tPA2 y
CB-tPA.3. La inmunodifusién radial con
antisueros especificos demostré que los tres
AcM son del tipo IgG1.
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FIG 1. SDS-PAGE de los resultados de la purificaci6n de t-PA a partir del sobrenadante de cultivo de la linca
Bowes: a) patrén comercial (In Vitron) de doble cadena, b) t-PA natural purificado por zinc-quelato y lisina
Sepharosa. A la izquierda aparecen los pesos moleculares de marcadores de electroforesis (en dalton).

La cromatografia de afinidad con
proteina A Sepharosa resulté un método
ripido y eficiente para la purificacién, tanto
del AcM como para los anticuerpos
policlonales anti t-PA, logrdndose purezas
superiores al 90% (SDS-PAGE).

La figura 2 muestra los resultados del
inmunodot, que demostré que el AcM
CB-(PA.1 reconoce tanto al t-PA natural de
doble y simple cadena como al t-PA
recombinante de doble cadena comercial,
con una sensibilidad aproximada entre S0 y
100 ng de t-PA. Los otros dos AcM
tuvieron un comportamiento similar
(resultados no mostrados).

Las caracteristicas de reconocimicnto de
estos AcM sugerian su potencial utilidad en
el desarrollo de sistemas inmunoen-
zimdticos para cuantificacién del t-PA

natural y recombinante. Los ensayos
de compelencia mostraron que ¢l
AcM CB-tPA.1 reconoce un epitope
diferente al reconocido por el CB-tPA2 y
CB-tPA.3, y que estos, a su vez, reconocen
el mismo epitope o al menos epitopes que
se solapan. Se decidi6 combinar los AcM
CB-tPA.1 y CB-tPA.2 y policlonales ¢n la
construccion de sistemas ELISA tipo
sandwich.

Se prestd especial atencién a la sensi-
bilidad, tiempo de ensayo y consumo de
reactivos. Como se observa en la figura 3,
con los diferentes sistemas evaluados se
alcanza una sensibilidad en el orden de los
3 ng/ml. En caso de emplearse como
anticuerpos de captura una mezcla de los
AcM CB-IPA.1 y CB-tPA.2, se logra una
sensibilidad superior a cuando se emplean
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solos, y muy similar a la del sistema
totalmente policlonal. Este resultado se
explica tomando en consideracién que estos
AcM reconocen al t-PA por sitios
diferentes, y por lo tanto, en estas
condiciones ocurre una mas eficiente unién
de esta molécula por anticuerpos fijados a
la superficie s6lida.
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del t-PA. En algunos de estos trabajos, la
sensibilidad del método llega a 1 ng/ml y
menos de t-PA (Bergsdorf, et al., 1983;
Holvoet et al. 1985), pero el tiempo de
incubacién con las muestras es de 18 horas,
considerablemente mayor al empleado por
nosotros (2 horas). Con nuestro sistema se
alcanza la sensibilidad necesaria para la
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FIG. 2. Inmunodot con ¢l AcM CB-t-PA.1 que demucstra el reconocimiento de: 1) t-PA de doble cadena
(In Vitron), 2) t-PA de doble cadena (Bowes), 3) t-PA de simple cadena (Bowes).
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FIG. 3. Sistemas ELISA sandwich empleando diferentes anticuerpos en el recubrimiento (ver leyenda

insertada).
conjugados con peroxidasa.

Se han reportado sistemas ELISA con
anticuerpos policlonales y monoclonales,
solos o combinados, para la cuantificaciéon
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En todos los casos se emplearon para el revelado anticuerpos policlonales de conejo anti-TPA,

cuantificaciéon del t-PA, a partir de
sobrenadantes de cultivos de células de
melanoma de Bowes y del que puede
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obtenerse por via recombinante en células
de organismos superiores, por lo que
consideramos que por el significativo
ahorro de tiempo logrado, es més ventajoso
mantener las condiciones que hemos
empleado aqui. Este sistema puede ser
usado, ademds, para la cuantificacién de
tPA en sangre, cuyos valores reportados
oscilan alrededor de los 5 ng/ml (Bergsdorf
et al., 1983; Amiral ef al., 1988), lo que es
de particular utilidad para ensayos en
pacientes que reciben tratamiento
trombolitico con t-PA.
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