L]

o COmMo crear un anticuerpo altamente especifico

‘_que sea dirigido como un misil al enemigo, una
molécula de una célula cancerosa o bloquear un
patégeno? En 1975, sale un articulo en Nature
que iba a revolucionar al mundo de la biologia,
la inmunologia y la medicina, cuyos autores, los
inmundlogos Georges Kéhler y César Milstein
describieron la produccién de anticuerpos
monoclonales de especificidad predeterminada,
cada uno elaborado por una linea celular en
continuo crecimiento que habia sido generada
por la fusion de una célula productora de
anticuerpos de un ratéon inmunizado con una
célula cancerosa inmortal especializada en la
secrecion de anticuerpos (Kéhler, G and Milstein,
C. Continuous cultures of fused cells secreting
antibody of predefined specificity. Nature volume
256, pages495-497. 1975).
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Kéhler se habia unido al grupo de Milstein en
el Laboratorio de Biologia Molecular MRC en
Cambridge, Reino Unido, como postdoctorado,
para estudiar el mecanismo de mutacion somatica
que opera en la diversificacion de anticuerpos.
El plan era utilizar células de mieloma de ratdn
para este proposito. Estas son células tumorales
qgue se originan a partir de células inmunitarias
secretoras de anticuerpos. El inmundlogo del
cancer Michael Potter del Instituto Nacional del
Cancer en Bethesda, Maryland, habia demostrado
aflos antes que los mielomas se podian inducir
en una cepa de ratén en particular mediante la
inyeccion de aceite mineral (Potter, M. & Boyce, C.
R. Nature 193, 1086-1087 (1962).

El equipo de Milstein se estaba propagando
y fusionando entre si células obtenidas de
lineas celulares derivadas de varios de estos
tumores. Sin embargo, los anticuerpos contra el
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mieloma estaban mal definidos
en términos de especificidad. ¢Se
podrian quizas fusionar células
productoras de anticuerpos de
ratones inmunizados con células
de mieloma, para producir
células en divisién continua que
producen anticuerpos especificos
para el antigeno inmunizante?
Para detectar estas células
fusionadas, se ofreci6é un enfoque
que Kohler conoci6 durante
su doctorado en el Instituto de
Inmunologia de Basilea en Suiza
y que habia sido desarrollado
por el director del instituto, Niels
Jerne (Jerne, N. K. & Nordin, A. A.
Science 140, 405.1963). Esta fue
una técnica simple en la que las
células que secretan anticuerpos
en respuesta y especificos para
los glébulos rojos de oveja (SRBC)
pueden identificarse mediante
la formacién de un aclaramiento
(Ilamado placa) en placas de agar
que contienen SRBC.

Con esto, se preparo6 el escenario
para el experimento de Kdéhler-
Milstein. Un gran numero de
células  hibridas  formadoras

de placa que secretan anticuerpos anti-SRBC
aparecieron cuando se fusionaron células de
bazo de ratones inmunizados con SRBC con
células de mieloma. Las células fusionadas
habian adquirido la expresion de un solo tipo
de anticuerpo anti-SRBC de una célula del bazo
y preservaron la inmortalidad y la alta tasa de
secrecion de anticuerpos de la pareja de fusion
del mieloma. El mieloma y las células del bazo
no pudieron multiplicarse en las condiciones
experimentales elegidas, y las células de mieloma
aparentemente prefirieron las células del bazo
activadas por antigeno sobre otras para la fusion,
un requisito previo para el éxito sorprendente
del experimento.

Las células fusionadas podrian clonarse vy
propagarse indefinidamente como lo que luego
se denominaron hibridomas, produciendo
cantidades ilimitadas de anticuerpos
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monoclonales. Los hibridomas de primera
generacion secretaron dos tipos de anticuerpos:
el deseado, mas un anticuerpo de especificidad
desconocida que se origin6 en el compafiero
de fusion del mieloma. Pero este problema de
dos anticuerpos se resolvié pronto mediante el
aislamiento de lineas de mieloma que habian
perdido la expresién de anticuerpos (Kearney,
J- F., Radbruch, A., Liesegang, B. & Rajewsky, K.
J. Immunol. 123, 1548-1550. 1979); Galfré, G, &
Milstein, C. Methods Enzymol. 73, 3-46.1981).

Ahora se podrian generar, investigar y usar
anticuerpos contra cualquier antigeno deseado
como entidades moleculares homogéneas. En
1984, Kéhler y Milstein ganaron el Premio Lasker
junto con Potter, y ese mismo afio Kéhler, Milstein
y Jerne recibieron el Premio Nobel de Fisiologia o
Medicina.

El impacto del articulo de Kohler-Milstein en la
investigacion biomédica y, especificamente,
inmunoloégica fue dramatico, impulsado por
los desarrollos cientificos que ocurrieron en
la época en que aparecio el articulo. Por tanto,
poco después quedd claro que las regiones
variables y constantes de los anticuerpos estan
codificadas por segmentos de genes separados.
La diversidad de anticuerpos surge cuando la
recombinacion somatica une segmentos de
genes y cuando opera un proceso posterior
llamado hipermutacion somatica, durante el
curso de la respuesta de anticuerpos, en los
segmentos de genes recombinados que codifican
regiones variables de anticuerpos. Juntos,
estos mecanismos generan un vasto repertorio
de especificidades de anticuerpos, asi como
distintas clases de anticuerpos, que median sus
diversas funciones (funciones efectoras) a través
de sus diferentes regiones constantes.

En Venezuela, se comenzd a usar esta novedosa
técnica en 1985, en el Instituto de Biomedicina,
dirigido por el Dr Jacinto Convit, cuando el equipo
del Dr Lynch, Dr Benito Infante y la Lic. Caridad
Malavé produjeron anticuerpos monoclonales
contra el parasito de Leihsmania, buscando
identificar antigeneos especificios para el
diagnostico y posibles anticuerpos bloqueadores
de la entreada del parasito a las células de
macrofagos en ratones.
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