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Obtencion y producciéon de un anticuerpo monoclonal
especifico a la gonadotropina coriénica humana
y su aplicacién en el ultramicroelisa
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RESUMEN. La gonadotropina coridnica humana (GCH) es una glicoproteina com-
pleja producida por la placenta después de la implantacién del huevo fertilizado
en fa pared uterina. La molécula de GCH esta formada por dos subunidades uni-
das nocovalentemnente: la subunidad alfa {o) ¥ 1a beta (B}, la primera presenta una
secuencia aminoacidica muy similar a las de las hormonas luteinizante, foliculo
estimulante y estimulante de la tiroides, por lo gue la especificidad antigénica de
esta hormona reside en la subunidad B. Los linfocitos B del ratén BALB/C, inmu-
nizado con genodotropina coridnica {(cadena §), se fusionaron con células de
miejoma de ratén P3/XG63-Ag8 para obtener un hibridoma secretor de anticuerpos
monoclonaes, €t cual fue seleccionado para estudios posteriores. Se realizé el
ensayo de la reactividad cruzada para las hormonas peptidicas: luteinizante, foli-
culo estimulante y estimulante de la tiroides y se comprobé que el AcM FIV-GHC/
4G1-C5 (IgG1) fue especifico para la gonadolropina coridnica humana y no reac-
ciond frente al resto de las hormonas. El liquido ascitico proveniente de este
hibridoma fue purificado por proteina A Sepharosa CL-4B para obtener la frac-
cidn activa IgGl. El anticuerpo monoclonal purificado se utilizéd para recubrir
placas de UltramicroELISA en el UMELISA hCG, lo que garantizé una buena
sensibilidad, especificidad ¥ reproducibilidad del ensayo, para la deteccidn y de-
terminacién de GCH en orina y suero, respectivamente, La introduceién en la
produccidn de este monoclonal garantiza 1a calidad de este juego diagnéstico y
ademds, representa un ahorro de divisas.

ABSTRACT. Human Chorionic Gonadotropin (hCG) is a glycoprotein hormone
and is normally produced by trophoblastic tissue and is thought to act on the
corpus luteumn as a stimylator of steroid synthesis necessary for the mainienance
of early pregnancy. hCG is composed of two nonidentical subunits (¢ and p) that
are either free or bound to each other in a noncovalent way, The a-subunit is
structurally identical with the g-subunit of other glycoprotein hormones —lutropin,
follitropin, and thyrotropin—. The 8-subunit, which is speeific for each of the
glycoprotein hermones, confers biotogical activity and specificity. Spleen cells
frora BALB/C mice inmunized with human chorionic gonadotropin {(§ subunit
hCG) were fused with mouse myeloma cells (P3/X63-Ag8) and one hybridoma,
secreting monoclonal antibodies, was selected for further studies. Ina crosscheck
test against pepfide hormones: human luteinizing hormone (LH), follicle stimu-
lating horrmone (FSH) and thyroid stimulating hormone (TSH) established that
monoclonal antibody (FIV-HCGMAG1-CH) reacted positively only against hCG.
Ascitic fluid from this hybridoma was purified by affinity chromatography on
Protein A-SEPHAROSE CLA4B column to isolate the IgG1 active fraction. The puri-
fied monoclonal antibody was used for coating Ultramicroelisa plates, guaranteeing
good sensitivity, specificity and reproducibility of the assay for the detection and quan-
titative determination of hCG in urine and serum respectively. The introduction of
this monodonal antibody in the production process guarantees the quality of this
diagnosis and also eliminates the need to import this reagent from other countries,

INTRODUCCION

La gonadotropina corionica hu-
mana {GCH) es una glicoproteina
compleja producida por la placenta
después de la implantaciton del hue-
vo fertilizado en la pared uterina, La
molécula de GCH estd formada por
dos subunidades unidas no covalen-
temente: la subunidad alfa () v la
beta (B); la primera presenta una se-
cuencia aminoacidica muy similar a
las de las hormonas luieinizante, fo-
liculo estimulante y estimulante de
la tiroides, por lo que la especifici-
dad antigénica de esta hormona re-
side en la subunidad B.-*

La GCH esta presente a bhajas
concentraciones en la circulacién
maierna entre Jos dias Ty 10 después
de la concepcidon y luego se inere-
menta continuarmenie hagta alcan-
zar un valor maximo entre las 7y 12
sermanag después de la tiltima mens-
truaciéon.* Su deteccidn en orina es
un meétodo simple para un diagnos-
tico tempranc de embarazo, amena-
za de aborte y embarazo ectépico ®

La determinacidn cuantitativa de
la GCH en suero se utiliza como
marcador bioquimico para determi-
nar el riesgo de portar un feto con
sindrome de Down (frisomia 21) en
el segundo trimestre del embarazo.*?
Desde 1987, cuando fue descrita por
Bogart,' varios investigadores han
combinado la determinacién de
GCH con la de alfa-fetoproteina
{AFP} v la edad materna en pesqui-
sajes prenaiales de esa y otras
trisomias 1
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El UMELISA hCG es un ensayo
uliramicroanalitico gue se emplea
para la deteccidn y determinacion de
ia gonadotropina coridnica hurnana
en orina y suero humane respecti-
vamente, v utiliza como fase solida
una placa de UltramicroELISA (10 L
por pocilio) revestida con anticuer-
pos monoclonales anii B-GCH.

FEn este trabajo se presentan los
resultados dela obtencidn y produc-
cién de un anticuerpo monocional
murino anti B-GCH; el cual puede
adscrberse directamente a la fase
sélida sin tener gue recubrir previa-
mente con anti Ig( de ratén, como
era necesario con el monoclonal an-
tericrmentie utilizado; ademés por su
mayor afinidad preduce una fluores-
cencia superior en el inmunoensayo
¥ se cbtiene una mejor estabilidad
de las placas sensibilizadas con este
monoclonal. Su introduccién garan-
tiza de forma estable y homogénea
la produccién nacional de juegos
diagndsticos para la detsccidn de
embarazo y para los programas de
evaluacién de sindrome de Down,
que ademas de utilizarse en Cuba se
exportan a diversos paises donde se
han instalado Iaboratorios con la tec-
nologia STTMA.

Los objetivos del trabsjo fueron
la obtencidn, caracterizacién y pro-
duceidn de un anticuerpo monoclo-
nal anti $-GCH especifico ¥ su apli-
cacion en el UltramicroELISA para
la deteccidn precoz de embarazo y su
empleo en el programa nacional de
evaluacion de la trisomia 21.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de los hibridomas secre-
fores de anticuerpos monoclonales
anti B-GCH

Ratones BALB/C de seis a ocho
semands, se Inmunizaron con 50 pg
de gonadoiropina coridnica humana
{cadena B} en coadyuvante comple-
to de Freund por via subcutinea. Se
realizaron tres reinmunizaciones
conigual dosis en incompleto por via
intraperitoneal y se valoré la res-
puesta inmunoldgica mediante un
UltramicroELISA de tipo indirecto.
A los animales con mayor titulo, se
tes administré una dosig de refuer
zo con 50 pg de GCH en disolucién
salipa tres dias antes de proceder a
ia fusién celular.

Las células espiénicas del ratén
inmunizado se fusionaron con célu-
las de mieloma P3/X63-Ag8 segun
el método descrito por Kohler v
Milstein.'” Ambos tipos de células se
mezclaron en una proporcién 10:1
mediante centrifugacién y se anadis
1 mL de polietilenglicol (PEG) 1 500

gota a gota durante un minuto, como
agente fusionante. Las células re-
cién fundidas se centrifugaron a
148g en medio de lavado {rnedic de
cultivo IMDM con suplemento de
penicilina 200 Ul/mL y estreptomi-
cina 280 ug/mL y el botén celular se
resuspendid suavemente en medio
de cultivo selectivo HAT (medio
IMDM con suerc fetal bovino al 14 %,
con suplermnento de hipoxantina 10+
mol/L, aminopterina 10%° mol/L.
timidina 3 - 10® mol/L. y células
alimentadoras). Se sembré un pro-
medio de 1 - 10° células fundidas por
pozo en volumenes de 200 u1. en pla-
cas de microtitulacidn de 86 pozosy
se incubd a 37 °C en atmdsfera hu-
meda con 5 % de CO, durante diez
dias. Al cabo de ese llempo, se co-
menzaron los ensayos para la detec-
cién de anticuerpos especificos me-
diante el empleo de un Ultrami-
croELISA v se procedié a clonar y
reclonar por el método de dilucién
limitanie los hibridos que resuitaron
positivos, para garantizar el carfcter
monoclonal de las inmunogiobuli-
nas producidas.!'® Aquellas clonas
positivas se expandiercn in vilro v
se congelaron en suero fetal bovino
al 90 % y dimetilsuiféxido (DMSO}
10 %.

Ideniificacién de Ias clases y sub-
clases de inmunoglobulinas

Serealizd mediante el métodode
inmunodifusion doble o de Ouchter-
lony en gel de agarosa con sueros
anti-subelases de inmnunogiobulinas
especificas en conejo (CALBIO-
CHEM)."

Purificacion de los anticuerpos
monoclonales

Ratones BALB/C se estimularon
previamente con 0,5 mL de coadyu-
vante incompleto de Freund y luego
de un periodo de tres a cinco dias se
procedid a su inoculacién con las
células secretoras de anticuerpos a
razén de 2 - 10° células/raton. A los
diez dias se colectd el liguido ascitico
rice en anticuerpos y se centrifugd
a12070g a4 °C. Se purificd por Pro-
feina A-SEPHAROSA CL-4B {Phar-
macia} ¥ la fraccién activa IgGl se
dializé con disolucién salina fosfato
de sodio 0,01 mol/L. pH 7,2 v se al-
macenaren alicuotas a-74°C .

Utilizacién del anticuerpo mono-
clonal en el recubrimiento del
UMELISA-hCG

El recubrimiento se realizé en
placas de poliestireno en concentra-
ciones que oscilaron entre 5y 15 ug/
mL del anticuerpo purificado. Se

emplearon tres disoluciones regula-
doras de recubrimiento: disolucidn
salina-fosfato de sodio 0,61 molfL.pH
7,2; disolucién carbonato-hidrégeno-
carbonato de sodio 0,2 molL pH 4.6
vy disolucidén tris-HCL 0,05 mo¥L pH
8,0 y la incubacidn se realizd en dos
variantes: 4 ha37°Cy18ha 4°C.
Se utilizo un conjugado de anti-
cuerpos de carnero anti cadenas u
purificados por afinidad y conjuga-
dos a la enzima fosfatasza alcalina.
El conjugado se probo a diferen-
tes diluciones (1:10 000, 1:12 008,
1:14 000G, 1:16 0083, para seleccionar
aquella donde la sefial del estdndar
de 400 - 10* Ul/mL oscilara entre 116-
130 unidades de fluorescencia (UJF).
Se realizaron las pruebas de exceso
de recubrimiento, para el 80 y el 60 %
de las concentraciones probadas.
Una vez seleccionada la concen-
iracién optima, se estudid la estabi-
lidad de las placas de forma acelera-
da, mediante su almacenamiento a
37 °C durante siete dias. La aclividad
se midid por el porcentaje de recu-
peracian de la flucrescencia del
estandar 400 - 10* Ul/mL en las pla-
cas almacenadas a 37 °C respecto a
las manienidas a4 °C.

Prueba de especificidad

Se evalud la presencia de reacti-
vidad cruzada con las hormonas
lateinizante, foliculo estimulante y
estirnulante de la tiroides; a través
de ensayos ¢on preparaciones de ele-
vadas concentraciones (hasta 1 ug/
mi.,) de cada hormona en placas
recubiertas con 12 gg/mlL del anti-
cuerpo en iris-HCL 0,05 molfL,, pH
8.0 eincubadas 18k a4°C.

Como comprobacion, serealizd la
prueba de especificidad con un an-
ticuerpe monoclonal anti §-GCH
(Instituto de Endocrinologia, Ciudad
de La Habana).

Determinacion de la constante de
afinidad

La determinacion de la constan-
te de afinidad se realizé mediante
una modificacién del método descri-
to por Beatty para ser empleado en
el sistema ulframicroanalitico.!®

Las placas de Ultramicroelisa fue
ron sensibilizadas a cuatro concentra-
ciones de GCH: 10; 5; 2,5 v 1,25 Ul/mL
¥ se utilizaron diluciones seriadas
del anticuerpo monoclonal que os
cilaron desde 8 hasta 0,007 mgiml .
Para la evaluacién se realizaron tres
ensayos consecutivos {tres placas
per ensayo) y se determing la Kaf
segiin la formulacién de Beatty" Los
valores de fluorescencia obienidos
se representaron en un eje de coor-
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denadas en funcién del logaritmode
la conecentracién de anticuerpo para
obtener una familia de curvas sigmoi-
des.

La determinacién de la Kaf se
realizé a partir de la concentracién
de anticuerpo correspondiente al 50 %
de flucrescenciay serelaciond cada una
de las curvas con la obtenida a la ma-
yor concentracion de antigeno. Para el

caleulo se empledia fSrmula siguiente:

(n-1)

Ka O e ———————
/ 2{n{Ab' {, - [4&D],}

donde:
n = [Ag] Ag’),

fAb], Concentracién total de anti-
cuerpo gue corresponde al 50 %
de fluorescencia en la curva con
la mayor concentracidn de anti-
geno de recubrimiento.

[Ab’), Concentracién total de anti-
cuerpo que corresponde al 50 %
de flucrescencia en la curva gue
se compara.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los hibridamas se sembraron en
cinco placas de microtitulacion de 86
pozos ¥, al cabo de los 1¢ a 12 d pos-
ieriores a la fusién celular, se proba-
ron los sobrenadanties para valorar
la produccidn de anticuerpos anti b-
GCH y resultaron positivos dos
hibridomas designados como 4Gl y
5D4. Las células secretoras de anii-
cuerpos se clonaron y reclonaron
tres veces para garantizar el carace-
ter monoclonal de las inmunoglobu-
linas producidas. Estas inmunoglo-
bulinas se caracterizaron por el mé-
todo de inmunodifusién doble en gel
de agarosa y se comprobo que los an-
ticuerpos rmonoclonales producidos
por el hibridoma 4G1 pertenecian a
la subclase IgGl mientras gue los del
5D4 eran del tipo IgM. Se continua-
ron los estudios con el hibrido 4G1,
va que los anticuerpos de la clase
IgM no deben ser empleados en en-
sayos fluoriméticos debido al eleva-
do fondo que presentan como con-
secuencia de las interacciones ines-
pecificas, Se ha comprobado gue las
placag sensibilizadas con anticuer-
posde este tipe son menosestables que
las sensibilizadas con anticuerpos
ronocclonales de la subclase IgGl.

La produccién de anticuerpos
monoclonales anti §-GCH proceden-
tes del hibridoma FIV-GCH/4G1
{clon C5 y D2) =e realizd in vivo me-
diante el empleo de ratones BALB/C
v el liquido ascitico se purificd por
Proteina A-SEPHAROSA CL-4B
{Pharmacia). La especificidad de los
anticuerpos monocionales purifica-

dos frenle a las hormonas hipofisia-
rias luteinizante, foliculo estimulan-
fe y estimulante de la tircides, se
evalud mediante un ensayo ultrami-
croanalitico. Los anticuerpos evalua-
dos no presentaron reactividad cru-
zada con el resto de las hormonas por
Io que resultaron muy especificos
parala GCH (Fig. 1). Esta especifici-
dad puede ser explicada suponien-
do que ambos anticuerpos estén di-
rigidos contra epitopos localizados
en el extremo carboxilo terminal de
la cadena B de la GCH, yaque esla
anica regién gue no es similar a la
cadena  delahormona luteinizante,?

Las concentraciones de antigeno
v anticuerpo empleadas en la deter-
minacién de la constante de afinidad
fueron las adecuadas, ya gue ¢on

Fluorescencia

ellas, se obtuvieron curvas sigmoi-
des bien definidas {Fig. 2}.

El valor de la constante de afini-
dad del anticuerpo monoclionai fue
de (1,96 + 0,46) - 10° L/mol, lo cual
permite afirmar que presenta una
elevada afinidad deunidn ala GCH.®

Debido a las caracteristicas del
hibridoma 4G1, a la gran especifici-
dad y afinidad de unidn del anticuer-
po monoclonal producido y a su f4-
cil adsorcidn a la fase s6lida (placas
de poliestireno para Ultramicro-
ELISA), propiedad gue le confiere
una mayor estabilidad a las placas
sensibilizadas, se selecciond este
anticuerpo monoclonal para ser em-
pleado en el recubrimiento de las
placas del juego diagndstico UMELI-
SA hCG (Fig.3).
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Ladisohucién reguladora de recu-
brimiento escogida fue TRIS-HCI
0.05 rol/L, pH 8,0, ya que can ella se
obtuvo una serial de fluorescencia
adecuada en comparacién con las
otras disoluciones empleadas. El
tiempo de incubacidn establecido
para el recubrimiento fuede 18h a4 °C,
con 1o gue se garantizd una mejor
estabilidad de las placas.

En general, hubo una buena res-
puesta en las condiciones estudia-
dasg, que garantizaron una buena di-
ferenciacién de las muestras positi-
vas ¥ negalivas, ¢con una senal de
fluorescencia por encirma de 110 uni-
dades para la concentracidén del
estdndar de 400 - 102 Ul/mL . La con-
centracién de recubrimiento selec-
cionada fue 12 ug/inl. . En la prueba
de exceso para los anticuerpos de re-
cubrimiento se obtuve una recupe-
racion de la sefial, para el estandar de
400 - 10* Ul/mL. de un 99,2 v 92,8 %
para el 80 y 60 % de la concentracién
de recubrimiento, lo cual indica que
a ella hay suficiente anticuerpo mo-
noclonal en la fage sdlida para garan-
tizar que no haya subvaloracidon de
1os resultados. En la prueba de es-
tabilidad acelerada de las placas
presensibilizadas se observéun 80,1 %
de conservacion de la sefnal de fluo-
rescencia en las almacenadas a 37°C
durante una sermana, al compararlas
con las mantenidas a 4 °C, resulia-
dos comparables a los obtenidos con
otros sistemas de UltramicroELISA.

Larecuperacidon de lasenal de las
placas conservadas durante doce
meses a 4 °C fue del 100 % .
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