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PRODUIICC LON DE ANT 3 CUSE g
MONOCLONALES

AMTECEDENMIES . -

L.a preparacion  de hibridemas constituya ue hita en la
inmunoguimica.  La primera aplicacion de esta  tecnolo-
ata fue la producciéan de anticuerpos monpoclonales (AcM)
Para remplazar en toda clase de inminnensayos a los
anticuerpos policlonales obtenidos por medins conven-—
cionales. Es ciertoa que |a preparacidan de AcM de alta
Afinidad no deja de ser una tarea labariosa. pera lano
Posibilidades que ellos ofrecen tueron pronto opv.as
nara tondo el mundo. Quiza lo  mas imporfante de las AcM
e que nos ayudaron a comprender muchos procesos
irmnoladicos v que pacibilitaron el manipnlen in vitre
de los anticuerpos,

'S As1. que  harce pocos afios atras. el Interes comercial
de Jos  AcM fue incrementardo rapidamente. especlalmente
en las areas de diagnostico, imagenes  de tumor, terapra
del cancer. etc. Se estimo que en el afio 1990 se
invirtieron 2,7 hillones de dolares: de los cuales |a
mayor parte fue dirigida haria la investiigqacion,

Loz procedimientos de las Lecnicas en sn aran mayom-ia
se encuentran hasadas en las investigqaciones realizadan
Por Georges  Koehler y  Cosar Milstoin (1975), quienea
demostraron que la hibridizarion de linfocitoes 1nmunes
de raten y celulas de mieloma. daba por resuitado la

formacian de calulas hibridas Jas cuales podilan fecre-
tar inminoglobulinas homageneas de espeeiticidad prede—
finida: los anticuerpos monocionales.

Ia Kepublica de Bolivia a traves de proyecto: PRODUC-
CION MASTVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES | otorgado  por
Haciones Unidas y  donde participan varios paises lati
noamericanns.ahara se suma al conacimiento de la teano-
logqia que hara posible ae en un piano mediato  pueda
Lledgar o producir su AecM.

NOEELIOS BNSTCDS DEL PROGIROMA DE FMIEENAMTESD Rk 1y
FRUDUCCTON DE ANTICHERPOS MUINOCL DNAL ES .

Iy Preparacian  de medios Y materiales para el cult ive
de lineas celulares de mieloma Yy de ibridomas .
Deccongelacion v congelacian de lineas celulares.

21 Inoenlacién  de ratones con celufas de meloma y cop
hibridomas para preservar las linean Y para preoadn-
ceion de ascitas,

3 Dbeleccion de micaplasma. Metodalaga pPara la
descontaminacian,

N Estndios metabe] 1ear en o cultivo estacionarion pPAara




la caracterizaciaén de hibridomas. Incluye: velacidad
de crecimienta. consumo de glucosa. pH. y produccien
de anticuerpos.

3) Métodos de inmunizacion empleados para la obtencion
de anticuerpos maonocionales.

5) Hibradizacion celular mediante la fusion con polie-
Lilenalicol. mantenimiento de los cultivos: Prepara-
ci16n de PEG, de medios selectivos, procedimiento de
fusion. mantenimiento de los cultivos. clonado y
preservacidn de hibridos.

7) Metodologias de deteccion de anticuerpos (Tamizaie):
radiocinmunoensayo. hemaqlutinacian, dot blot.

8) Purificacion de sobrenadante Y ascitis por preci-
Pitacion y cromatografia. Determinacion de |a pure-—
7A.

ESOUGHA GENERAL DEL. TRARAIO FEAL T IADO.
PARTE 1
lescongelacién de
hibridos B2Clii4
Recuento celular
Expansion en medio
de cult{vo
Congelacian [noculacion Caratevizacion Clonado
on ratones metahdlica de
linea #2114
Produceyen | Macrofagos|t imocitas| o
de ascitin
Act ividad Purificacién Determinacyan
del Ac. del Ac. de Ta actyvidal




PARTE 11

4.01.-

Imininizacion a Nescaonge lacien  de
ratones con SN cel . NSO
Jrva gy ot Ratén con
inmunizacion mayor ti- Cultiva
tulo de Ac.
FExtraccion
de sangre tibtencion d Mantencioén Verificacion
T de las cel. en fase lnga- de la acti1-
de bazo ritmica vidad de la
Tamizaje via enddgena
Determinacion Cultive
de los titulos
de los ratones
FUSION

CARACTERISTICAS DEL. MATERIAL DE TKAMAJOD.

Es necesario recalcar que todo el material de trabajo
dehe estar correctamente lavadeo y esterilizada.

Lavado del material usado. -
1) be ser necesario tamediatament e lavarlo con abun-
ante agqua, y/o solamente sumergirlo en un recipiente

e contenga lavandina al |10%.

Z2) Cepillar cen deterqgente especial y enjuaqar con AQqUA
corrvienter 3 veren




aota y luego centrifugar a 400xg durante 5 min.

By Se resuspendio Jas calulas en nedio uUpt1-MEN can
bo v de SFR precalentads a 37 0 y dizpensar
110,000 celylas en 100 u} pOzo para placa de 96
y L.1oe 000 células en iml/poza para placa de 24

Estas pleeas estaban previamente preparadas can
macrafagos.

1 Despues de 24 hra, ce evlra teron S0 al por poTo Yy
se adicions 50 ul de medio HMT . Repet i nstae
procedimient o hacta Hlegqar a ana concenl raciaon de
1O % de HAT.

17.02.- Resultados y Conclusiones. —
- El dia 6 despunes de la fusian se pudo ahservar en
Alqunos pozos. celulas que podrian estar iniciando la
formacién de clones.

13. CONCIUSTON GEMERAL DEL TROEAJO REAL TI0DO

En el trabajo realizado se puda llegar a obtener nn
conocimienta claro de las procedimientos de obtencion
de anticuerpas monoclapales. Tanto la parte te~rica
come la parte practica fueron asimiladas baj)n expr-
riencias practicas que fueron sequidas en su tataliydad
por profesionales en ol tema. Ia conperacion hrindada
por todos los integrantes del Centire neoldgicao de
Medicina Nuclear hicieron posihle que esie trabaio se
realizara :=in contratiempos que podrian haber retprasadeo
este trabajo: para ellos va mi wds sincero agradeci-
miento.

[gualmente 1a Republira de Balivia adradece [a ranpeya-
ci6n prestada por todes los paises Y ordanismos que
participan de este proyeato y que hizieran posible 1a
realizacion de este trapajo, mediante el cual mi pais
se suma a la busaqueda de sn ant icuerpo monoclonal .,

Edua?lﬁ*h. _Gg;ales hDavalos
BTOQUIMTCO-FARMACEUTICO
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A NEW MONOCLONAL ANTI A: EVALUATION AS A BLOOD

GROUPING REAGENT
A Almar4*, N Garcia Rosasco*, J Valverde”, L Morisoli*,
H Glait®°, A Horenstein®

*Departamento de Bioquimica Clfnica. Facultad de Ciencias Bio-
quimicas y Farmacolégicas. UNR. CIUNR. °Centro Oncolégico de Me-
dicina Nuclear. CNEA. Instituto de Oncologfa "Angel H Roffo".
Facultad de Medicina. UBA. Repiblica Argentina
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INTRODUCTION

In recent years, a large number of different monoclonal
antibodies (MAbs) to human red blood cells have been produced
in many laboratories. Some of these antibodies have been used
in routine blood grouping and others in blood group research.

The blood typing reagents must satisfy the requeriments
concerning to specificity, stability, potency and availability
of unlimited quantities at cost-effective.

A major problem in the preparation of MAbs against blood
group antigens is the selection of clones which —an produce
antibodies of sufficiently high avidity and potency comparable
to cornventional diagnostic reagents, even with the "weak®”
variants of the antigens (8).

Using spleens from mice immunized with carcinoembryonic

antigen (CEA), Horenstein et al. obtained hybridomas that
R

ACKNOWLEDGEMENTS: The authors thank Mrs Patricia Foresto (La-
boratcrio de la Direccién de Tr&nsito, Rosario) for the blood
samples, Biotest-Boheringerfor supplying commercial reagents
and Mrs Mabel Spinetta for help in the revision of the manus-
cript.
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Monoclonal anti-A for ABO grouping

reacted specifically with group A erythrocytes (4,5). An IgG
anti-A MAb was secreted into the ascitic fluid of mice
inoculated with B_/Cl14 clone. The aim of this work was to
test whether the "production of this anti-A MAb in the ascitic
fluid provided a potent reagent for routine blood typing.

MATERIALS AND METHODS

Production of the anti-A MAb (§2/C114)

The methodology used for fusion of spleen cells obtained
from mice immunized with purified CEA, and mouse myeloma X63-
AgB.653, as well as the selection screening and cloning
techniques of specific antibody secreting hybridomas have been
described previously (3,4). One of the cell lines, named
B_/Cl14 , produced an IgG MAb that reacted specifically against
himan blood group A antigen. Unlimited quantities of this
anti-A MAb were produced into the ascitic fluid of mice
injected with 82/C114 clone,

Erythrocytes

Red blood cells from healthy adults and cord bloods were
tested. The differentiation of adult erythrocytes in A., A,,
A B and A_B was done with the Dolichos biflorus and Ulex euro
paeus lec%ins 2,9).

Agglutination cests

Anti-A titrations. Agglutination tests were performed
using 0.1 ml two fold serial dilution of anti-A reagents in
isotonic saline containing 2% AB serum and 0.1 ml of 2% three
times washed red cell suspensions. Tubes tests were spun
immediately at 500 g for 1 min according to the Foods and
Drugs Administration (FDA) (1). The highest dilution of a
reagent which gave positive (+) degree of reaction was called
the titre.

Avidity tests. Avidity tests were done on slides. One drop
of undiluted reagent was mixed first with one drop of a 20%
A_B red cell saline suspension (UK techniques)(6); and then
with one drop of a 358 A_, A,, A.B and A_B red cell suspension
in group compatible plasma (FDA %ests) (i). The seconds that

18




A Almari et al

passed until the apﬁearence of agglutination was recorded as
the avidity time, After 2 and 5 min the degree of agglutination
was also recorded. ‘

Inhibition studies

The inhibitory activity of N-acetyl-galactosamine 0.1 M
and A or B substances was assessed by agglutina*ion tests.
0.1 ml of appropiately diluted MAb (2 dilutions above the
minimum agglutinating concentration) and 0.1 ml of a 2% erythro
cyte suspension were added to 0.1 ml of the inhibitor.

Hemolysis tests

Hemolytic activity of the anti-A MAb was tested by adding
0.1 ml of complement (pocled sera of 6 group A, donors) and
0.1 ml of a 2% A erythrocyte suspension in veronal buffered
saline containing calcium and magnesium ions (7) to 0.1 ml of
serially diluted MAb solution. After a 30 min incubation at
37°C, the resulting hemolysis was read macroscopically.

RESULTS

Characteristics of the anti-A MAb j§2/C11{)

The B_./Cl14 ascitic fluid is a specific anti-A reagent (5)
Evidence %o: the stability of this monoclonal reagent was
shown by no fall in avidity or titre with A_B red cells after
repeated freezing and thawing (four times) or heating at 56°C
during 30 min,

The monoclonal B_/Cl14 reagent had no hemolytic activity
until fresh group A “serum, as a source of complement, was
added. Under these cConditions, the MAb was a potent anti-A
hemolysin.

Inhibition studies revealed an identical pattern to the
6D4 and 3D3 anti~-A MAbg (6,12), i.e., the anti-A MAb B, /Cll4
was -inhibited only by A substance and not by 0.1 M N-acetyl-
galactosamine. Neither A nor B substance activity was found
in the ascitic fluid.

19




Monocloual anti-A for ABO grouping

Study of potency

For anti-A reagent evaluation, A_B erythrocytes are the
critical test cells to demonstrate an inferior anti-A. The
use of A, and A  cells offers little information, as they
react strongly eéven with reagents that fail to detect AZB red
cells.

Table I shows the titres of anti-A monoclonal reagents
(B,/C114 and commercial serum) against A., A., A B, A B,
'A_B' erythrocytes and cord A bloods. The neat asScitic” fluid
demonstrated a strong reactivity with all samples. The titre
anti-A of B,/Cl14 MAb exceeded the FDA anti-A standard even
with A B rea cells (1). Of the two A_B blood samples shown in
Table i one of them, 'A_B', is an example of supressed A.B
individual that has a far stronger A status than true A_B
blood. This common type most be avoided for assessing anti-A
potency especially by avidity tests (12). In fact, both anti-

A MAps gave the same results with 'AzB' and AIB erythrocytes.

TABLE I: Saline agglutination titres of the monoclonal anti-A
reagents. FDA tests.

2% cells BZ/C114 commercial FDA lot 6a*
saline serum

Al 512 , 128 64

A2 51z 128 32

AIB 512 64 8

AZB 64 32 4

'AZB' 512 64

512 128
cord

* FDA anti-A standard (12)
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The avidity studies (Table I1I) showed that the neat
B./C)14 MAb was a potent anti-A reagent. It is important to
point out that these values fell within the recommended ones

by Voak et ai. (12).

TABLE II: Avidity tests of the monoclonal anti-A reagents

UK slide tests with 20% AzB cells

Anti-A Avidity Intensity Intensity
(s) . at 2 min at 5 min
Bz/'Cll4 17 + +/++
commercial 5 +++ ++4+/4+44++
serum

FDA slide tests with 35% cells in own plasma

Avidity (s)
Anti-A Al Afl, AlB AzB
82/C114 S 12 ] 15
commercial ' 2 3 2 4
serum
DISCUSSION

To satisfy the requeriments of all users, an anti-A reagent
must detect A,, A, and A.B bloods and have the sufficient
potency to give macroscopic reactions with the weaker AzB and
cord A bloods.

The neat anti-A MAb B,/Cl14 showed higher titres than the
commercial serum with A ,“\2, AIB, A,B and cord A bloods,
exceeding the FDA anti-k standard (1?. Its avidity was below
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than that of the commercial reagent; this can be explained

by the IgG or IgM class of each one (7). The avidity was in
accordance with Voak et al. {12) but it was lower than that
admitted by Rouger et al. (11). This problem could be corrected
either modificating the ionic strength or the concentration of
the final reagent. However, the MAb 82/C114 exhibited a
superior avidity to the MAbs obtained by others workers (10,12)

That the anti-A MAb B /C114 is made by one stable line that
grows easily ensures a pernanent, unlimited supply of a typing
reagent of constant properties and high performance. We think
that all this and its potency make it a good candidate to re-
place conventional antisera for ABO grouping.

RESUMEN

Se evaludé un anticuerpo monoclonal anti-A para su uso co-
mo reactivo en la tipificacién de grupos sanguineos. El anti-
cuerpo monoclonal, de clase IgG, es secictado en el liguido
ascitico de ratones portadores del hibridoma B,/Cl14. Este de
riva de la fusidén entre células de bazo de ratones inmuniza-
dos con el antigeno carcinoembrionario y células de mieloma.
La produccién a bajo costo y las caracteristicas inmunohemato
légicas del anticuerpo monoclonal anti-A B_/Cl14 propician su
utilizacidén como reactivo en la tipificacion ABO de rutina.

SUMMARY

A monoclonal anti-A antibody has been evaluated to be used
as a routine blood typing reazgent. This antibody called B,/C114
is of IgG nature, it is secreted into the ascitic fluid by a
permanent line of cloned cells derived by fusion of anti-
carcinoembryonic antigen producing spleen cells and a mouse

hematological characteristics of this antibody make it a
reagent suitable for routine ABO grouping.
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83. Complejos iInmumnes conleniendo hexon en pe-
clenies con infeccién respiratorie aguds baja por
adenovirus.- Alicia S. Misicherko, H. Lenzi, Flavia
M. Thormpson, S. Videwsteta, C. Navari, S. Grinslein,
R_A.Dinz.

Hospital de Nivios Ricerdo Gutitrre; Instituto Osraldo
Crc:, Rbo de Janciro; Instituto de Investigaciones | lema-
toldgices, Academias Naciorwl de Medicine, Buenos Ai-
res.

Fara determinar la participacion de complejos inmunes
en la infeccién mp-raiona asnda bajp por adenavirus se
evaluaron, restrospectiv , los {n=28)y espc-
cimenes de necropsia {n = 7) de pacientes con diagndstico
virlégico confinmadoe y controles normales (n = 8) o con
infecciones no causadas por adenovirus (n = 19). Se busca-
roncomplejos inmunes en suero que contuvieran hexdn (el
mayor antigeno de 1a cdpside viral) por enzimoiamunoen-
sayo, con antisuero policlonal contra hexén parala captura
y policional contra Ig humanas para el revelado, conjuga-
do con fosfatasa. En lefidos se emples inmunofluoprescen-
caindirecta. 1.a mitad de los pacientes que sobrevivicruna
1a infeccitn tendan complejos en sucro, sea con IgG, con
IgM, 0 con ambas, asi como 3 de los pacientes fallecidos
por adenovirus, Los controles fueron ncgativos para fa de-
teccidn de complejos con hexén, pese a tener anticucrpes
antiadenovirus. En pulmdén y riiiin de las 7 autopsicn se
encontr$ hexén, inmunoglobulinas y complemento. 1a his.
toria clinica de los 7 mostrd disfuncitn renal pese a que la
alteracién histolégica no era severa. Fsta es la primee de-
mostracién de que durante 1a infeccibn respiratonia aguda
bap por adenovirus pueden aparecer complejos inmuncs
conteniendo antigenos de adenovirus, contribuyendo pro-
bablemente al cuadro clinico de estos pacicntes.

84. Anlicuerpos monocionales y complemento. Su
utilidad en s diferenciacién de subgrupos del
sistems ABO.- Adriana Amard, Marcola Garcia
Rosasco, Juana Valverde, Lida Morisoli, Amalia
Koss, H. Glait, A. Horenstein.

Departamento de Rioquimica Clinica, Faculiad de Cien-
cins Bioqufmicas y Farmacéuticas, Universidad Nacioml
de Rosario; Instituto de Oncologhs Angel Roffo, Facultad
de Medicinm, Universidud de Buenos Aires.

Previametne demostramos que midiendo el iempo
hemolitico 50% (1) de sueros A, frente a mezclas hemo-
liticas compuestas por gltbulos mpe (GR) A y ol anticuer-
po monaclonal anti-A B,/C114, es posible distinguirGR A,
(1, = 213 £ 42 scg) del restode los fenotipos de A (1, >
600 scg). Fl propdsito de este estudio fue diferenciar entre
los subgrupos débiles de A. Para ello se modifich la téenica
de thl, utilizando Gr A tratados con pronasa. Estos ad-
quicren carncterfsticas similarcs a los de pacientes con
hemoglobinuria paroxistica nocturna aumentando su sen-
sibilidad al complemento. Luegp del tratamiento enzim4-
tico, todas las mucstras (clasificadas en Ay o A. con
lecting de Dolichos biflorus y Ulex euripeus) presentaron
un test de Ham Dacie y sacarosa fuertemente positivos.
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Los valores del th] expresadas en scgundos fueron: Gr A,
(adultv) = 66 2 15; Gr A, (adulto) = 181 2 36; cordones A =
171 2 20.Flaumento de it pam adultos A, y cordones A
fue significativo (p <0.005). Por ¢l contrario estas muestras
no se difercnciaron entre si. Considerando ta gran varia-
cidn existente en el nimero de sitics antigénicos por cflula:
Gr A, (adulio) = $10-1170 x 10 G A, (corddin) = 250-370
10°, Gr A, (adulto) = 240-290 x 10°, los resultados sugicren
una relacién inversa entre dicho mimcero y o tH

85. Ensayo de un componenie protéico de Brucella
shorius en ¢l dlagndstico de is brucelosis nums-
na-F. A. Gokibaum, J. Wallach, C. P. Rubls, Laura
Moreli, C_ A. Fossal.

Instituto de Estudios de b Inmunidad Humer DEID,
Facultad de I'armacia y Bioquirmica, Universidud de Baae-
nos Aires; Hospital Muiiiz, Buenos Aires.

En trabajos anteriores demostraamos la presencia, en o
extracto citoplasmitico de Brucelia, de antigenos que per-
miten detectar pacientes brucclos con alta sencitilidad v
resullan dtiles para distinguirios de los Individuos Scrlo-
gicamente lositivos (SP1) sin evidencias de enfermedad at
momento del examen. Uno de escs antigenos, de 45 kia
(CIT) y plart (determinado por 11D, de gran abundancia
relativa, fue edegido para su cstudio. FI mismos fue par-
cialmente purificado mediante SIS PAGE preparativo y
cromatografia de afinidad con IgG de concpn hiperimmune.
CIT, fue probado en blotting con sucro de 13 humanos
brucelosos agudos y crénicos, 26 Sl y 9 controlen sanos,
moslrandn alta sensibilidad para brucelruw (12/13 =

7). y boja reactividad para SP3 (7/26 = 26°%); Tos contr.s-
lts sanos fueron siempre negalis os. Se obtuvieron ademis
varios anticucrpos monaclonales con el fin de canctenizar
el antigeno, uno de los cuales, ol BC_, detecta al antigeno
porblotting y ELISA por competicidn con un peol de suer
de humanos brucelosos, micntias que un pond de sucro de
humancs normales no produce inhibicién. Los resultados
hasta ahora obtenidos indican quce ol antigen CIT_ ysxdria
ser atil para su aplicacién al diagnistico de la brucclosis
humana,

88. Caracterizacién de antigenos de Toxoplasma
gondii reconocidos por ef anticuerpo monoclonal
TgP8. Su utilided en el diagndstico en 12 toxo-
plasmosis.- Viviana Pszenny, S. Angel, J. Blanco,
L. Avarez, L. Romano, J. C. Garberi, Ana Pastini.

CIMAE, Buenos Aires.

Utilizando el anticuerpo monoclonal Til'R contra fove.
plasma gondii, producido en miestro laboratorin, s proce:
didh a la carcterizacién de los antigencos reconocicdos por ol
mismao, Se estudid su potenciahidad diagmistica. Weetern
blote de extracton tolales del pardatio revelados con Fgl™
reconacicron vanas bandas potipeptidicas con loe sipuien
fes pesos inoleculares: 43,53, 66 y 72 KID. T écnicas imnuno
citmpuimicas, western blots y LELISA de fracciones sulwelu-
lares sugicren que Tl reconace una familia de proteinas
de excreridn que se ubicarfan cn la parte anterior ded pard.
sito, Las primenos ensayes de recomcimicnto del ol biold
picode estos antigenos mostraron un interesante clectiv Al
infectar cultivos celulares de un avicloma murnino (aib/e
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