OBTENCION Y CARACTERIZACION PARCIAL
DE ANTICUERPOS MONOCLONALES GENERADOS
CONTRA LA HORMONA LUTEINIZANTE HUMANA

. Bertha V Rodriguez Pendds, Ada J Machado Curbelo, Celeste Arranz Calzado,
Elena Noris Rodriguez, Aimée Alvarez Alvarez y Roberto M Gonzdlez Suédrez

Departamento de Diabetes, Instituto Nacional de Endocrinologia.
Hospital Comandante "Manuel Fajardo". Zapata y D, Vedado, Ciudad de La Habana, Cuba.

ABSTRACT
Monoclonal antibodies against luteinizing hormone (LH) were produced immunizing BALB/c mice with LH isolated
in the INEN. They were IgG1 class and they were purified from ascitis fluid by affinity chromatography using
protein A Sepharose. The antibodies were evaluated by the isotopical method in liquid phase and two of them
were selected for a sandwich ELISA, according their characterization. This system was used for LH determination
in serum samples, between 0.7 and 100 mU/mL and the sensibility of 0.2 mU/mL.
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RESUMEN
Se describe la produccién de anticuerpos monoclonales de ratén dirigidos contra la hormona luteinizante (LH), a
partir de la inmunizacién de ratones BALB/c con LM hipofisaria humana purificada en el INEN (Instituto Nacional
de Endocrinologia). Los anticuerpos obtenidos son de la clase 1gG1 y fueron purificados a partir de liquido
ascitico mediante cromatografia de afinidad con proteina A Sepharosa. Estos anticuerpos fueron evaluados por
su capacidad de unién a un trazador radioactivo en fase liquida, los resultados de su caracterizacién permitieron
emplear dos de ellos en un sistema ELISA tipo sandwich, para determinar la LH en suero con un rango entre 0,7
y 100 mU/mL y una sensibilidad de 0,2 mU/mL.

Palabras claves: hormonas glicoproteicas, hibridomas, ensayo inmunoenzimdtico

Introduccién

La hormona luteinizante (LH) es una glicoproteina
secretada por el 16bulo anterior de la hipéfisis que
junto a la gonadotropina coriénica (CG), la hormona
estimulante del tiroide (TSH) y la foliculo estimu-
lante (FSH) constituyen una familia de polipéptidos
relacionados estructuralmente. Cuentan con una
subunidad comin a ellas (alfa) y una subunidad
(beta) responsable de la actividad biolégica especi-
fica para cada una (1). La LH juega un papel im-
portante como marcador del momento de la ovula-
cién, en la regulacién de la ovulacién y en la
funcién ovérica durante el control del ciclo mens-
trual (2), por lo que su medicion rapida y sensible es
de gran importancia en los estudios clinicos y bésicos de
la regulacién de la fertilidad debido a la corta vida
media de circulacién y la variacién de las concen-
traciones de esta hormona durante el ciclo mens-
trual. La determinacién de LH se ha realizado tradicio-
nalmente por radioinmunoensayo (RIA) utilizando
anticuerpos policlonales (3), pero las reacciones
cruzadas hacen poco precisos los resultados, por lo
que recurrir a la tecnologia de produccién de hibri-
domas es una ventaja en este sentido ya que permite
disponer de poblaciones homogéneas de anticuerpos
los cuales por su especificidad y suministro ilimitado
permiten estandarizar los ensayos realizados (4).
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Ademas, la necesidad de métodos sencillos y réapi-
dos para determinar el momento de la ovulacién
como requisito de los llamados métodos naturales
de contracepcion.

En este articulo se reporta el proceso de genera-
cion y caracterizacion de cinco hibridomas secreto-
res de AcM anti-LH humana y la utilizacién de dos
de ellos en un sistema de inmunoensayo.

Materiales y Métodos

Inmunizacién

Se inmunizaron ratones BalB/c por via subcutinea
en los dias 0, 15 y 21 con dosis de 20 pg de LH hu-
mana aislada y purificada en el Instituto Nacional de
Endocrinologia (INEN) (5). Para la primera dosis el
antigeno fue emulsionado con adyuvante completo
de Freund; en las restantes se emple6 adyuvante in-
completo. Al animal con mayor titulo de anticuerpos
se le administré una ultima dosis sin adyuvante por
via intravenosa los tres dias antes de la fusién.

Fusién y cultivo de hibridomas

Para la hibridizacion se sigui6 esencialmente el
método sugerido por Kohler en 1981 (6), empleando
micloma de ratén P3X63Ag8, 653; como agente

1. Reichert LE, Ward DN. On the isola-
tion and charaderization of the alpha
and beta subunits of human pituitary
follide stimulating hormone. Endocri-
nology 1974;4:655-659.
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teicas. Tratado de endocrinologia. Edi-
torial Ciencia y Técnica 1987; tomo I:
88-92.

3. Llandy H, Schneyer L, Randall W,
Crowley W. Validation of highly especi-
fic and sensitive RIA for lutropin, foto-
tropin and free alpha subunit in unex-
troted urine. Clin Chem 1990; 36:
340-344.

4, Kohler G, Milstein C. Continous cul-
tures of fused cells secreting antibody of
predefined specificity. Nature 1975,256:
495-496.

5. Stockell A. Purification of human gly-
coproteic hormone. Methods in En-
zymology 1975;37:380-389.

6. Kohler G. The technique of hybrido-
ma produdion. In: Immunological
Methods, Academic Press 1981; 12:
285-298.
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promotor de la fusién se utilizé6 polietilenglicol
1 500 (BDH) y una relacién mieloma-células esplé-
nicas de 1 a 10; como cultivo de células alimentado-
ras se utilizaron esplenocitos provenientes de un
ratén no inmunizado. Las células fundidas se sem-
braron en placas Costar de 96 pozos a una concen-
tracién de 100 000 células/mL de medio.

El medio de cultivo utilizado fue RPMI 1640
(Gibco) suplementado con 17mM de NaHCO3
(Gibco), 18 mM de Hepes (Gibco), 2 mM de gluta-
mina (Gibco) 1 mM de piruvato de sodio (Gibco),
40 pg/mL de gentamicina (Pharmachin), 0,05 mM
de 2-mercaptoetanol (BDH) y 20 % de suero de ter-
nero fetal (Gibco), en el caso del medio selectivo
durante los primeros 14 dias después de la fusion se
adiciondé  hipoxantina 10 mM, aminopterina
4 x 10-7 M y timidina 1,6 x 10-5 M.

Aproximadamente a las dos semanas de cultivo
se realizo el tamizaje primario de los sobrenadantes
para determinar la presencia de anticuerpos an-
ti-LH, empleando un RIA en fase liquida.

Clonaije y expansién de hibridomas

Los cultivos de hibridomas seleccionados para la
produccién se clonaron y reclonaron por el método
de dilucion limitante (7) y expandieron en frascos
de cultivos, los cuales fueron utilizados para la re-
cuperacion de AcMs a partir de los sobrenadantes,
asi como para la crioconservacion de las células y su
inoculacion a ratones.

Sistema de deteccion de anticuerpos

Para el tamizaje de la presencia de anticuerpos an-
ti-LH en los sobrenadantes de los cultivos de hi-
bridomas o sus ascitis se utilizé un método isotdpico
en fase liquida a partir del cual 100 pl. de las
muestras fueron incubadas con 100 puL. de LH mar-
cada con 1125 y 250 pL. del tampén fosfato, pH 7,4
por 16 h a 4 °C. La unidén antigeno-anticuerpo fue
precipitada por adicién de 100 puL de suero nonmal
de raton, 100 puL suero antitotal de ratén y 300 pL
de PEG (6 000) al 15 % en solucién EDTA e incu-
bada por 1 h a temperatura ambiente, centrifugada
30 min a 2 000 g y la radioactividad del precipitado
obtenida por conteos en un contador gamma LKB.
Se establecieron controles de radioactividad total y
de unién inespecifica, asi como controles negativos
(sobrenadante de cultivo de un hibridoma no rela-
cionado) y positivo (suero de ratén utilizado en la
fusion).

Determinacién del isotipo de los AcMs

Se empled un kit para la determinacién de clases y
subclases de AcM proveniente de la Amersham, con
antisueros clasificadores y sobrenadantes de cultivos
de los hibridomas estudiados.
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Purificacién de AcMs

Para la produccién de liquido ascitico tumoral rico
en AcM se inocularon 3 millones de células hibridas
en la cavidad peritoneal de ratones BALB/c, prein-
yectados 10 dias antes con 0,5 mL de aceite mineral
por la misma via. El liquido ascitico colectado se
distribuyé en alicuotas para su conservacion a
-20 °C y su posterior purificacion.

La purificacion de los AcM a partir de fluido as-
citico se realizé por cromatografia de afinidad en
una columna con proteina A Sepharosa CL 4B
(Pharmacia), siguiendo las instrucciones descritas
por el fabricante para las inmunoglobulinas de ratén
de las diferentes clases; la muestra se diluyé a par-
tes iguales con tampén glicina 1,5 M, NaCl 3 M y
se utilizb6 como solucién de elucion citrato de sodio
0,1 M a diferentes pH (8). La actividad de las elu-
ciones y de la ascitis antes de purificar se realiz6 en
un RIA en fase liquida con iguales condiciones a las
ya descritas. Todas las determinaciones de proteina
se hicieron por el método de Lowry (9) y como crite-
rio de pureza se efectud una inmunocelectroforesis en
gel de agarosa al 125% en tampén veronal
0,0075 M pH 8,6, utilizando un suero antitotal de
raton segln lo descrito por Ouchterlony (10).

Desplazamiento de los AcMs. RIA en fase
liquida

Con vista a evaluar el comportamiento de los anti-
cuerpos producidos, en un sistema de radioinmu-
noensayo, se estudio la curva de desplazamiento del
trazador por la LH nativa.

Para esto se utilizaron diluciones de cada AcM
con un 20 % de unién a la LH-I125 en RIA fase li-
quida, affadiendo 100 pL de LH estandar con las di-
ferentes concentraciones de dicha hormona: 50; 25;
12,5; 6,25; 3,125 y 1,56 mU/mL, en algunos casos
se aumentd el rango por encima de 50 para lograr
una curva de desplazamiento del anticuerpo acepta-
ble.

Especificidad

Para determinar la posible reaccién cruzada de
nuestros anticuerpos con las hormonas glicoprotei-
cas estructuralmente relacionadas, se realiz6 un RIA
en fase liquida con las mismas condiciones experi-
mentales al descrito previamente para la deteccion
de anticuerpo, en este caso ailadiendo 100 pL de
hCG, TSH y FSH a concentraciones desde
1 000 ng\mL hasta 31,2 ng\mL para los hibridomas
LH12 y LH11; y hasta 1 ng\mL para el LD4, LH8 y
LG7.

Determinacién de la constante de afinidad
de los AcMs

La afinidad de los AcMs fue determinada por anali-
sis de Scatchard (11), utilizando las curvas de des-
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plazamiento en RIA en fase liquida de los anticuer-
pos con altas concentraciones de estandar, a partir
de las cuales se calcularon los pardmetros requeri-
dos para determinar la constante de afinidad (Ka) de
cada anticuerpo.

Aplicacién de AcMs anti-LH. Ensayo
inmunoenzimatico

Para el desarrollo de un micro ELISA tipo
"sandwich" en la determinacién de LH en muestras
de suero, se recubrieron placas de cloruro de polivi-
nilo durante 16 h a temperatura ambiente y en ca-
mara hiimeda, con 100 uL/pozo del anticuerpo poli-
clonal 1046 a una concentracién de 5 pg/mL en
tampén bicarbonato 0,1 M, pH 9,6 (12); después de
lavar dos veces con Tris-Tween 20 al 0,05% se
affadi6 100 pL. de LH estdndar a concentraciones
desde 100 hasta 0,5 mU/mL, durante 1 h a tempe-
ratura ambiente, se repitieron los lavados y se afia-
di6 100 pL de los AcMs LH12 a 5y 10 pg/mL y el
LH8 a 10 y 20 pg/mL en la misma solucién de la-
vado con 1 % de BSA, 1 h a las mismas condiciones
descritas, inmediatamente se lavé y se depositaron
100 puL. de una dilucién 1/10 000 de un antisuero
comercial antilgG de ratén conjugado con peroxida-
sa (Amersham), después de 1 % h de incubacién las
placas se lavaron cinco veces para aifadir 200 pL de
la solucién de sustrato en solucion citrato fosfato.
La reaccién se detuvo con 50 pL. de H:SO4 2.5N y
se ley0 a 492 nm en un equipo SUMA (Sistema Ul-
tramicroanalitico) modelo 121 (13). Como controles
se emplearon sueros humanos con concentraciones
de LH altas, medias y bajas determinadas por RIA.

Resultados y Discusién

A partir de la técnica de fusién se obtuvieron hibri-
domas en el 87 % de los pozos, los cuales se clona-
ron y reclonaron y dieron lugar a cinco clones esta-
bles que se denominaron LH11, LH12, LG7, LH8 y
LD4.

El estudio de isotipo con antisueros especificos de-
mostr6 que los cinco AcMs son del tipo IgG1, kappa.

Con la cromatografia de afinidad en una columna
de proteina A inmovilizada en Sepharosa, se obtu-
vieron preparaciones con un elevado grado de pu-
reza, se comprobd el resultado por la inmunoelectro-
foresis, donde se enfrentaron los anticuerpos purifi-
cados a un suero antitotal de raton; se observd una
sola linea de precipitacion.

La Figura 1 muestra un ejemplo representativo
del patrén de elucion a diferentes pH del tampon
citrato, en este caso para el hibridoma LH12. Como
se sabe, los contaminantes eluyen en el tampén gli-
cina, mientras que las inmunoglobulinas lo hacen en
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Figura 1. Purificacién representativa de un anticverpo mo-
noclonal anti-LH (AcM LH12), por columna de afinidad.

el tampdn citrato a pH entre 6 y 3 acorde a la sub-
clase de anticuerpo.

Al medir la actividad anti-LH frente al trazader
(LH-Iodo125) en fase liquida, s6lo se encontr6 en la
fraccion que eluyé con el tampén citrato a pH 6 para
los clones LH12, LH11, LD4 y LH8 y a pH 5 para
el LG7.

En todos los casos, las muestras procesadas eran
capaces de atrapar entre un 20 y un 30 % de la can-
tidad del trazador afiadido, aproximadamente
10 000 cpm (conteos por minutos) en dependencia
de la concentracién del anticuerpo y de su afinidad.

En relacién con las curvas de desplazamiento de
los AcMs obtenidos, puede observarse en la Fi-
gura 2 que las concentraciones de LH capaces de
desplazar de un 20 a un 80 % del trazador afiadido
se encontraba en el rango de 50-1 000 mU\mL, ex-
cepto para el LG7.

Este desplazamiento de poca sensibilidad con
respecto a los antisueros policlonales, es propio de
los anticuerpos monoclonales en este tipo de ensayo
en fase liquida y se explica ademas porque la afini-
dad por el antigeno de los mismos es frecuente-
mente inferior a la de los antisueros convencionales,
compuestos estos ultimos por varios isotipos de in-
munoglobulinas con diferentes afinidades y anti-
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Figura 2. Curvas de desplazamiento de los cinco anficuer-
pos monoclonales anti-LH por radicinmuncensayo.
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cuerpos contra varios de los determinantes del anti-
geno de interés; esto hace que los anticuerpos poli-
clonales exhiban una cierta homogeneidad de com-
portamiento en diferentes técnicas inmunolégicas
(14). Los resultados de la especificidad de los anti-
cuerpos obtenidos, en relacion con el resto de las
hormonas glicoproteicas por presentar gran ho-
mologia en su cadena alfa con la LH, pueden apre-
ciarse en las Figuras 3-6.
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Figura 3. Estudio de especificidad del anticuerpo monoclo-
nal LH8.
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Figura 4. Estudio de especificidad del anticuerpo monoclo-
nal LH12.
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Figura 5. Estudio de especificidad del anticuerpo monoclo-
nal LHi1.
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Figura 6. Estudio de especificidad del anticuerpo monoclo-
rial LD4.

El estudio de especificidad realizado con las
hormonas hipofisiarias FSH, hCG y TSH a concen-
traciones 100 veces superior al rango de trabajo de
las curvas de calibracién de la LH utilizada y ade-
mas del rango fisiologico y patolégico en las que
estas hormonas se encuentran en el suero humano,
no desplazé la unién de los anticuerpos monoclona-
les a la LH marcada en ninguna de éstas, lo cual
significa que no se encontrd reaccién cruzada con
estas hormonas. Con estos resultados podemos afir-
mar, ademds, que los AcMs estudiados reconocen la
subunidad beta de la LH y que en ningin caso reac-
cionan con la subunidad alfa.

Los anticuerpos monoclonales LH11, LH12, LH8
y LD4 mostraron un valor de ka de 1,3x10%
2,1x10"% 2,5x10° y 1,2x10° M, respectiva-
mente, lo cual es aceptable para este tipo de anti-
cuerpos (15); estos resultados son similares a los
encontrados con otros AcMs contra la LH (16) y
otras hormonas glicoproteicas, reportados por otros
autores (17, 18).

En la Figura 7 se observa que la gréifica de
Scatchard fue lineal dentro de los limites del error
experimental, lo que constituye otro argumento a fa-
vor de la monoclonalidad de estos anticuerpos, uni-
do a los resultados de la purificacion.

Sin embargo para el LG7 no fue posible el estu-
dio de la especificidad, ni el calculo de su constante
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Figura 7. Ploteo de Scatchard para determinar la constante
de afinidad de los anticuerpos monoclonales.

Biotecnologia Aplicada 1997; Vol. 14, No. 2

14. Gavilondo J. Aspectos bésicos y
avances recientes en la tecnologla
de produccion de anticuerpos mono-
clonates. Interferén y Biotecnologia
1987; 4: 1-16.

15. Little J. The immune system. Pro-

duction and cheradk tion of antib
dy. ) y Int tional 1995; 6:
4-17.

16. L MD. M jonal antibo-

dies to lutropin: are our imm Y
too spedfic? Clin Chem 1991; 37:
311-312,

17. Gribnav TC. Affinity of monodonal
antibodies. Interpretation of the positive
cooperative nature of anti-hCG/hG in-
teraction. J Immunol Methods 1991;
140:235-241.

18. Heyningen V. A simple method for
ranking the affinities of monodonal an-
tibodies. Methods in Enzimalagy 1984;
121:472-479.



Bartha V Rodriguaz ef ol.

Anticuerpos moncdonales anti-LH humana

de afinidad mediante el analisis de Scatchard debido
a que no se pudo lograr una curva de desplaza-
miento 1til, aun a concentraciones elevadas de la
hormona fria. En trabajos posteriores, este hibri-
doma ser4 sometido a un andlisis mas profundo con
vista a su posible aplicacién en sistemas inmunoen-
ziméticos y ademas realizaremos el estudio de foca-
lizaci6n isoeléctrica de todos los anticuerpos obteni-
dos, lo cual constituye otro criterio fuerte a favor de
la monoclonalidad de un anticuerpo (19) al aparecer
éstos en un gel de isoelectroenfoque como un con-
junto discreto de tres a cinco bandas que forman una
agrupacidn en una zona especifica de pH.

Las primeras aplicaciones de los inmunoensayos
para la determinacién de LH fue mediante el em-
pleo de métodos isotdpicos, los cuales, mediante el
perfeccionamiento de la calidad y disponibilidad de
los antisueros fueron ganando cada vez mds en es-
pecificidad y sensibilidad (15, 20).

Sin embargo el uso de isétopos posee varios pro-
blemas como- su corta vida media, equipamiento
complejo para su lectura y lo que es mas importante
atin el dafio potencial que puede ocasionar al perso-
nal que labora con €.

Aqui presentamos el desarrollo de un nuevo mé-
todo enzimético tipo "sandwich” que utiliza un anti-
cuerpo policlonal como recubrimiento y un AcM
(LH8 y LH12) como segundo anticuerpo, seleccio-
nados estos iltimos por sus resultados de ka y espe-
cificidad.

Las curvas de los AcMs LHS8 y LH12 utilizados a
diferentes concentraciones resultaron en sentido ge-
neral muy semejantes entre si aunque se escogieron
para trabajar las concentraciones de 20 y 10 uL/mL
respectivamente por presentar mejor desplaza-
miento. Al realizar la comparacion entre los distin-
tos anticuerpos observamos que si bien las diferen-
cias no son muy notorias, el AcM LH8 mostré cierta
superioridad en la discriminacién entre los valores
més bajos de estandar de LH (Figura 8). Estos anti-
cuerpos fueron capaces de detectar la LH en un ran-
go entre 0,7 y 100 mU/mL y una sensibilidad de
0,2 mU/mL.

Los niveles de sensibilidad alcanzados en este
sistema son superiores a los del RIA reportado por
nuestro laboratorio (21); por otro lado esta sensibi-
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Figura 8. Sist inmt imatico utilizando el anti-

cuerpo monoclonal LH8 y LH12.

lidad es superior a otros ELISAs reportados recien-
temente (22) el cual es desde el punto de vista me-
todolégico muy semejante a nuestro ensayo.

Esta sensibilidad excede a la requerida para rea-
lizar las determinaciones séricas de LH, por lo que
consideramos que este ensayo podria ser adaptado al
estudio de las concentraciones urinarias de la misma
(23), lo cual permitiria hacer menos costoso el pro-
ceso de toma de muestra y lograr que ésta sea menos
agresiva para el paciente, sobre todo si tenemos en
cuenta que los niveles de estas hormonas exhiben
un patrén ciclico y que su estudio generalmente re-
quiere la toma de sangre a intervalos frecuentes,
principalmente cuando estas determinaciones estin
encaminadas al estudio de la pareja infértil o al
control de la fertilidad (24).

El conocimiento de que la declinaci6n del pico de
LH, que ocurre tras la ovulacién, demora 24 h mas
en la orina respecto a los niveles séricos, constituye
otro aspecto a favor de las determinaciones urinarias
de LH (25). Ademés, debido a que las concentracio-
nes séricas de la hormona son también afectadas por
su metabolismo y por la velocidad de su aclara-
miento renal, su determinacién en la orina es im-
portante para la total comprension de la fisiologia
de la LH (26).

Las lineas de hibridomas obtenidas mostraron
cumplir con los requisitos de especificidad deseada

_para su potencial utilidad junto a un anticuerpo po-
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