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Introducción

Las clásicas estrategias terapéuticas aplica-
das en el cáncer, quimioterapia, radioterapia y
cirugía han logrado en los últimos años avan-
ces significativos en el control de ía enferme-
dad. Las limitaciones de cada una de estas es-
trategias obliga a entender la terapia actual del
cáncer como un ejercicio de armonización de
sus diversas posibilidades1, pero a su vez nos
señalan la necesidad urgente en la búsqueda
de nuevas vías capaces de dar respuesta a una
enfermedad tan heterogénea como es e. cáncer.

En la última década el conocimiento sobre la
biología tumoral ha encontrado en los avances
de la inmunología y la biología molecular dos
firmes apoyos para su profundización. Nos re-
ferimos a la capacidad de producir y ourifica'
linfoquinas, citoquinas, antígenos relacionados
con el tumor y sus correspondientes anticuer-
pos monoclonales, asi como abordar el proble-
ma de las metástasis a través del reconocimien-
to de las estructuras moleculares responsables
de los procesos de adherenca y neovasculari-
zación.

Todo ello ha posibilitado la definición de nue-
vas estrategias, que se agrupan con el nombre
de bioterapia2. En esta ponencia se revisar los
fundamentos de las mismas y se analizan, con
mayor profundidad, los problemas de investi-
gación experimental inherentes a la producción
de anticuerpos monoclonales humanos, como
agentes terapéuticos, por ser éste el proyecto
de nuestro laboratorio de bioinvestigación.

Bioterapia del cáncer

A nivel clínico ya fueron ensayados, en ia dé-
cada de los setenta, diversos protocolos de in-
munoterapia inespecífíca, que pretendían esti-
mular la respuesta inmune del paciente
mediante agentes de origen bacteriano (por
ejemplo BCG). Los resultados no fueron satis-
factorios, pero aquellos agentes o derivados es-

tructurales de los mismos pueden tener interés
como adyuvantes de tratamientos específicos.
Este fracaso inicia; de la ¡nmunoterapia propi-
ció un rechazo hacia la utilización de produc-
tos de origen biológico en el tratamiento del
cáncer.

Durante la misma época, los inmunólogos
profundizaban en el estudio de! significado bio-
lógico de las linfoquinas y citoquinas34. La po-
sibilidad de obtener, mediante tecnología del
ADN-recombinante, estos mediadores de los
que dependen los procesos de proliferación, di-
ferenciación y cooperación intercelu ar-, relan-
zó el papel de la bioterapia. Así, SA Rosenberg
et al6 y MA Cheever et al7 inician la llamada in-
munoierapia celular adoptiva. Inicialmente, esta
estrategia terapéutica consistía en la adminis-
tración al paciente de sus propias células LAK
{lymphokine activated killer), previamente acti-
vadas in vliro con interleuqulna-2 (IL-2), más
perfusión de IL-2. La toxicidad de este proto-
colo llevó a una vía alternativa en la que se uti-
lizaron los llnfocitos TIL {tumor ¡nfiltrating
íymphocytes). Recientemente, se han oublica-
do los resultados de dos ensayos independien-
tes en los que se utilizaron TIL + IL-28-.

Una tercera vía que se encuentra en estudio
es la ¡nmunoterapia específica activa. Su fun-
damento es análogo a la vacunación frente a las
enfermedades infecciosas, pero en el caso de
la enfermedad neoplásica la finalidad no sería
preventiva, sino terapéutica y por tanto el antí-
geno a utilizar debería ser la propia célula tu-
moral del paciente10, un antígeno asociado al
tumor (TAA: tumor assoclated antigen), o bien
el antiidiotlpo, como imagen interna del antíge-
no seleccionado1124.

Alternativamente, una ¡nmunoterapia pasiva
perseguiría un efecto terapéutico directo, me-
díante la acción cítotóxica de anticuerpos mo-
noclonales específicos frente a antígenos aso-
ciados al tumor, bien por su actividad per se o
como vehículos de fármacos citotóxicos, es de-
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cir, mediante la formación de ¡nmunoconjuga-
dos o inmunotoxinas25.

Finalmente, se podría añadir a esta sucinta
revisión una nueva estrategia que trata de inhi-
bir, a nivel molecular, la síntesis de ciertos fac-
tores de crecimiento, mediante la utilización
de oligonucleótidos complementarios —anti-
sense— a una fracción del gen que codifica para
el factor.

Cada una de estas vías terapéuticas se en-
cuentra a distintos niveles de investigación ex-
perimental o clínica. Nuestro laboratorio parti-
cipa, desde 1986, en el desarrollo de la
inmunoterapia pasiva mediante un amplio pro-
yecto orientado a la obtención de anticuerpos
monoclonales (Acm) humanos dirigidos a la te-
rapia del cáncer26. En el apartado siguiente se
discuten los principales aspectos técnicos del
mismo.

Anticuerpos monoclonales humanos

La técnica de obtención de anticuerpos mo-
noclonales murinos27, (MuAcm) frente a un de-
terminado antígeno, ha sido ampliamente utili-
zada y ha ofrecido magníficos resultados en el
área del diagnóstico clínico, aunque su utilidad
terapéutica se ha visto limitada por la aparición
en el paciente, bajo tratamiento, de anticuer-
pos séricos frente a las proteínas murinas
(HAMA: human antimouse antibodies). Los en-
sayos clínicos realizados hasta la fecha han de-
mostrado que prácticamente el 80-90 % de los
pacientes tratados con MuAcm desarrollan
HAMA, pero sólo un porcentaje inferior al 5 %
presentan reacciones anafilácticas a los mismos.
Sin embargo, la presencia sérica de los HAMA
bloquea el efecto terapéutico de los monoclo-
nales administrados.

Estos problemas justifican que se pretenda
obtener anticuerpos monoclonales humanos
(HuAcm), bien por el uso escrito de células hu-
manas en todo el proceso, o bien por la «hu-
manización» de anticuerpos murinos2831, pero
ambos objetivos presentan múltiples dificulta-
des técnicas. Algunas de ellas son tratadas con
mayor detalle a continuación.

Antígenos asociados con el tumor

Un problema común a la obtención de anti-
cuerpos monoclonales, tanto murinos como hu-
manos, es la adecuada selección del antígeno.
La ausencia de auténticos antígenos específicos
de la célula tumoral obliga a un estudio previo
de la selectividad del antígeno sobre la célula

tumoral y normal. Según cual sea el antígeno
seleccionado nos podemos encontrar con es-
tructuras escasamente ¡nmunogénicas. En cier-
tos tipos de tumores resultan de interés, como
antígenos, los receptores de ciertos factores de
crecimiento (factor de crecimiento epidérmico
[EGF], transferrina, interleuquina-2). Estos re-
ceptores suelen ser proteínas codificadas por
oncogenes, pero en otros casos el antígeno ma-
yormente expresado sobre la célula tumoral
puede ser un glicolípido o hidrato de carbono,
que suelen ser muy poco inmunogénicos. Por
otra parte, cualquier intento experimental para
aumentar la inmunogenicidad de la estructura
antigénica deberá cuidar el mantenimiento y
presentación adecuada del epítopo a las célu-
las ¡nmunocompetentes. Precisamente este pro-
blema de la baja inmunogenicidad antigénica
es lo que ha conducido, en la inmunoterapia ac-
tiva específica, a la substitución del antígeno por
su correspondiente antiidiotipo.

En realidad, los mecanismos inmunológicos
implicados en el procedimiento de antígenos
tipo glicolípido o hidrato de carbono son aún
poco conocidos, en comparación con los antí-
genos proteicos. Éstos son reconocidos por la
célula B a través de las inmunoglobulinas de su-
perficie, lo que supone la activación inicial de
la célula B en reposo; la posterior intemaliza-
ción, procesamiento y reexpresión de dicho an-
tígeno sobre la membrana celular, en coopera-
ción con las moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC: major histocom-
patibility complex), permitirá su adecuada pre-
sentación al linfocito T cooperador (TH: T-
helper), que a su vez iniciará la producción de
factores de crecimiento y diferenciación de la
célula B, como interleuquinas 4, 5 y 632-33. La
cooperación de otras células presentadoras de
antígeno (APC) como son los macrófagos o cé-
lulas dendritas parece imprescindible en la ac-
tivación inicial de las células TH en reposo32'34.
Este triángulo cooperativo entre las células B,
TH y APC deberá ser estudiado en profundidad
con los antígenos (o haptenos) no proteicos, a
fin de definir los óptimos protocolos de inmuni-
zación, tanto in vivo como in vitro.

Ejemplos de lo que antecede son nuestros es-
tudios actuales sobre inmunización con glicolí-
pidos del tipo gangliósido. Así, utilizando el gan-
gliósido GD3 (disialolactoceramida) unido a
diversas moléculas portadoras, carriers, se han
podido obtener y caracterizar varios anticuer-
pos monoclonales específicos para fragmentos
de la estructura del GD3. Los estudios en cur-
so pretenden dilucidar la mejor forma de pre-
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sentación de estructuras afines a GD3, a las cé-
lulas ¡nmunocompetentes mediante modelos in
vivo e in vitro.

Células implicadas en la formación
del hibrídoma

El procedimiento general para obtención de
anticuerpos monoclonales se basa en el méto-
do descrito por Kóhler y Milstein en 197527. El
método permite la obtención de célula híbridas
o hibridomas resultantes de la fusión entre cé-
lulas B, procedentes del bazo de ratones pre-
viamente inmunizados con el antígeno seleccio-
nado y células de mieloma de ratón. A su vez,
la célula de mieloma debe reunir dos propie-
dades: que no sea productora de inmunoglo-
bulinas y que contenga un defecto enzimático
(ausencia del enzima hipoxantina-guanina-
fosforibosil-transferasa, HGPRT) que permite
tras el proceso de fusión, la selección de los hi-
bridomas en medios específicos. De esta forma
la nueva célula híbrida recoge las dos propie-
dades fundamentales de las células progenlto-
ras: la supervivencia en cultivo de la célula neo-
plásica y la capacidad de síntesis de anticuerpos
de la célula B.

Este método es también válido para la obten-
ción de los hibridomas humanos. Sin embargo,
en este caso se deben superar tres dificultades:
a) la disponibilidad de células B humanas;
b) la inmunización in vitro de ios linfocitos B, y
c) la obtención de células de mieloma o plas-
macitoma humanos aptas para la hibridación.

En nuestro laboratorio trabajamos con linfo-
citos B procedentes de amígdalas, de sangre
periférica o bien con esplenocitos. Cada una de
estas fuentes tiene unas características distin-
tas con respecto al número y grado de madu-
ración de los linfocitos B. Los linfocitos de san-
gre periférica contienen una proporción menor
de linfocitos B que en el bazo, por ello los es-
plenocitos serían las células de primera elec-
ción, pero por razones evidentes su disponibili-
dad es muy limitada. Por otra parte, los linfocitos
de amígdalas suelen presentar un elevado gra-
do de contaminación bacteriana, que dificulta
los modelos de inmunización in vitro que se de-
sea estudiar.

Naturalmente, la obtención de anticuerpos
monoclonales humanos puede seguir otra alter-
nativa a la que aquí comentamos; así podría-
mos fusionar, sin inmunización in vitro, linfoci-
tos procedentes de pacientes, pues dichas
células ya presentarían un cierto grado de in-
munización frente a sus propios antígenos tu-

morales. Esta alternativa ya ha sido utilizada con
éxito; como ejemplo podemos citar la produc-
ción de anticuerpos monoclonales humanos
frente al gangliósido GD235.

Esta vía, aunque válida para ciertas estrate-
gias terapéuticas, no coincide con nuestro ob-
jetivo de descifrar un método más general, que
nos permita la obtención de anticuerpos mono-
clonales humanos procedentes de linfocitos nor-
males.

En nuestro laboratorio hemos ensayado diver-
sos modelos de inmunización in vitro de linfo-
citos murinos, así como de linfocitos humanos
periféricos y esplenocitos. Los resultados preli-
minares nos han permitido caracterizar las prin-
cipales condiciones de cultivo para lograr la in-
munización in vitro de células murinas frente a
antígenos inmunogénicos de estructura protei-
ca. Una amplia revisión sobre este tema se pue-
de encontrar en Borrebaeck et al36 y la prime-
ra descripción sobre la producción de
anticuerpos monoclonales humanos in vitro en
los trabajos de Olsson y Kaplan37. Sin embar-
go, queda aún un gran esfuerzo para ampliar
aquellos conocimientos al sistema humano y al
caso particular de antígenos no inmunogénicos,
para que un anticuerpo humano alcance la fase
de investigación clínica.

Pero aun suponiendo solventados los proble-
mas anteriores nos deberíamos enfrentar con
un nuevo obstáculo: ¿qué método de inmorta-
lización de la célula B humana debemos usar?

En el sistema murino se han obtenido célu-
las de mieloma, con una alta eficiencia de fu-
sión, que han permitido que la tecnología de hi-
bridomas, entre células murinas, sea un proceso
de rutina en muchos laboratorios. Sin embar-
go, no se ha podido encontrar la célula de mie-
loma o plasmacitoma humano que logre la fu-
sión celular con niveles equivalentes de
eficiencia y estabilidad posfusión. En algunos la-
boratorios se recurre a la inmortalización B me-
diante la infección con el virus de Epstein-Barr
(EBV). Este método, aunque efectivo, resulta
discutible cuando el producto final que se per-
sigue es un agente terapéutico. Otra vía utiliza-
da ha sido la fusión celular entre los linfocitos
humanos y un mieloma murino, con infección
previa o no de los linfocitos humanos con EBV.
Al igual que otros grupos38 nuestro laboratorio
investiga la obtención de nuevas líneas celula-
res aptas para la fusión. Uno de los métodos
utilizados es la selección de heterohíbridos,
munno-humanos, a los que se inducen efectos
metabólicos que permitan su posterior selección
en los medios de cultivo adecuados.
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Una vía alternativa es la propuesta por Jo-
nak39'40 que consiste en la obtención de linfo-
citos B transformados por transfección de on-
cogenes como myc o ras. Son los llamados
transfectomas. Inmunización ¡n vitro e inmor-
talización del linfocito B humano son pues los
objetivos prioritarios de nuestros proyectos de
investigación.

Otra fase en el desarrollo de dichos proyec-
tos es la optimización de la tecnología de hibri-
domas para lograr mejorar las eficiencias de fu-
sión en el sistema humano, El método clásico
de fusión utiliza como agente fusógeno el po-
lietilenglicol (PEG) y nosotros hemos estudiado
la eficacia del método de electrofusión compa-
rado al del PEG.

Inicialmente el método se ensayó en sistema
murino observándose una eficiencia cinco ve-
ces superior al del PEG, aunque los resultados
dependen del tipo de célula mielomatosa que
se usa. Actualmente se ensaya en el sistema hu-
mano. En algunos casos la eficiencia se man-
tiene similar a ¡a obtenida con polietilenglicol,
pero la posibilidad de realizar la fusión con un
bajo número de línfocitos humanos ya significa
una importante ventaja metodológica.

¡sotipos de inmunoglobulinas
y humanización de anticuerpos murinos

La obtención de anticuerpos monoclonales
con una finalidad terapéutica exige una aten-
ción especial sobre el tipo de isotipo de la in-
munoglobulina específica producida por el hi-
bridoma, ya que las distintas clases y subclases
de inmunoglobulinas murinas y humanas pre-
sentan una distinta afinidad por el complemento
humano y por las células efectoras de la citoto-
xicidad celular. En otras palabras, según cua!
sea el isotipo se obtendrá una mayor o menor
respuesta en los mecanismos de citotoxicidad
dependientes del complemento o de la citoto-
xicidad inducida por células dependientes del
anticuerpo (ADCC: antídoby-dependent cellular
citotoxicity).

Así, por ejemplo, la IgM y la lgG3 murinas pre-
sentan la mejor eficacia en la cltotoxicidad me-
diada por complemento humano, mientras que
los isotipos murinos lgG2a y lgG3 ofrecen los
mejores resultados en los modelos de ADCC con
células efectoras humanas. Si se trata de anti-
cuerpos monoclonales humanos los mejores re-
sultados con complemento siguen este orden:
IgM > IgG 1 > lgG3>lgG2> lgG4, mientras que
en ADCC los isotipos humanos eficaces son IgGl
e lgG331. El gran tamaño molecular de la inmu-

noglobulina IgM dificulta su circulación y acce-
so al tumor y por tanto no debe ser, para tera-
pia, ia ¡nmunoglobullna de elección. Sin
embargo, la tecnología de hibridomas nos con-
duce a la obtención de un determinado isotipo,
sin que exista por nuestra parte ningún control
sobre dicho proceso.

La necesidad de inmunoglobulinas del tipo
IgG para terapia nos conduce a revisar uno de
los fenómenos más interesantes de la inmuno-
logía, como es el cambio de clase de inmuno-
g:obulina (isotype switching) durante la diferen-
ciación de los linfocitos B. Los fenómenos de
reorganización del genoma que darán lugar al
cambio —switcb— tienen una gran importancia
fisiológica ya que las propiedades biológicas, ci-
tadas anteriormente, de los distintos isotipos de
inmunoglobulinas, residen en la mitad C-
terminal de las cadenas pesadas (H), mitad que
es codificada por los genes CH41.

Una aproximación a la regulación experimen-
tal en e! tipo ae isotipo nos lo ofrecen los traba-
jos de Snapper y Paul42 y Stevens et al43. Los
primeros han demostrado que a los linfocitos
murinos estimulados policlonalmente se les pue-
de inducir !a expresión de determinados isoti-
pos mediante gamma-IFN e IL-4.

El gamma-IFN induce la expresión de lgG2a
e inhibe la producción de lgG3, IgGl, lgG2b e
IgE. Mientras que IL-4 promueve la formación
de IgGl e IgE e inhibe la IgM, lgG3, lgG2a e
lgG2b. Por su parte, Stevens et al43 han des-
crito la existencia de dos tipos de clones TH.
Ambos sintetizan IL-3 y el factor estimulador de
colonias granulocito-monocito (GM-CSF), pero
sólo THI produce IL-2, gamma-IFN y linfotoxi-
na, mientras que "TV,2 produce IL-4 e IL-5. Am-
bos tipos de células f H inducen la secreción de
IgM e lgG3, mientras que los clones THi y TH2
inducen específicamente a las células B antí-
genospecíficas a segregar lgG2 e IgGl, respec-
tivamente. Esta regulación se realiza en dos eta-
pas: a) interacción entre las células T y B, y b)
interacción entre las linfoquinas, producidas por
las células T y las células B.

Estas aportaciones experimentales al controi
de isotipos son de gran interés, pero serán ne-
cesarios más estudios a nivel molecular que
puedan explicar el papel de los factores T en
los cambios de accesibilidad a las regiones S
(cambio) del gen, de las enzimas responsables
de las recombinaciones genómicas que confi-
guran finalmente el isotipo.

Las dificultades inherentes a la producción de
Hu Acms y la importancia terapéutica deUsoti-
po de inmunoglobulina ha conducido a nuevas

53



BIOTECNOLOGÍA DEAPJCACiON FARMACÉUTICA

estrategias, que han sido posibles gracias a .os
avances en la biología molecular e ingeniería de
proteínas. Nos referimos a los anticuerpos
quimera44'45 y a ia remodelación de anticuer-
pos humanos46.

Los anticuerpos quimera poseen la zona de
reconocimiento antigénica del mcnoclonal mu-
rino, pues conservan sus regiones variables y
la región constante del anticuerpo humano.

La remodelación consiste en el trasplante de
únicamente la zona de unión del antígeno del
anticuerpo murino, en lugar de toda la zona va-
riable, sobre las regiones variables del anticuer-
po humano.

Las potenciales ventajas de estos anticuerpos
son las reducción de la inmunogenicldad debi-
da al anticuerpo murino y a la oosibilidad de se-
lección del isotipo humano.

Pero aún es prematuro conocer el alcance clí-
nico de estos anticuerpos obtenidos mediante
las técnicas del ADN recombinante.

Conclusiones

La revisión, en esta ponencia, de las dificul-
tades técnicas que acompañan al proyecto de
obtención de Acms, como agentes terapéuticos
del cáncer, coincide con los temas en estudio
en nuestro laboratorio. No se han abordado
otros temas de gran interés como son la forma-
ción de ínmunoconjugados y la cinética in vivo
de las ¡nmunoglobulinas o sus fragmentos Fab,
pues todavía ocupan un segundo orden de prio-
ridad en nuestro trabajo experimental.

A pesar de que los interrogantes son muchos,
el enorme esfuerzo internacional puesto en este
tipo de proyectos, así como la rápida evolución
en la tecnología implicada, sugieren que muy
pronto podamos recoger los resultados sobre
su aplicación clínica. Los principales problemas
continuarán siendo la heterogeneidad de la cé-
lula tumoral y la ausencia de antígenos tumo-
rales específicos, pero confiamos que estos nue-
vos agentes biológicos puedan aportar,
conjuntamente con la cirugía, radioterapia y qui-
mioterapia, una mejora real en el tratamiento
del cáncer.
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DISCUSIÓN

R. LLOPIS: En el modelo murino, ¿qué pauta de
inmunización han utilizado para obtener anti-
cuerpos monoclonales contra gangliósidos? Mi
segunda pregunta referida también al mode-
lo murino sería, ¿qué diferencia en número y
especificidades de los anticuerpos monoclo-
nales obtienen con y sin inmunización in vi-
tro? O, dicho de otra manera, el modelo de
inmunización in vitro ¿aporta alguna ventaja
frente a la pauta convencional de elaboración
de anticuerpos monoclonales? Tercero, me
gustaría saber cuál es el antígeno que han uti-
lizado en el modelo de inmunización in vitro.
Por último ¿cuántas líneas de origen linfoide
humano clonadas han establecido en su la-
boratorio o en otros laboratorios de su em-
presa?

J. PIULATS: En cuanto a la primera cuestión re-
lativa a la obtención de anticuerpos murinos
contra gangliósidos, los sistemas de inmuni-
zación han sido los convencionales utilizando
el glangliósido absorbido a Salmonella mine-
sotta como agente adyuvante o transportador
de ese gangliósido. En algunos casos se utili-
zaron así mismo directamente células, del tipo
melanoma, pero los mejores efectos siempre
se han obtenido empleando S. minesotta y
pautas de inmunización clásicas, generalmen-
te a 30 días. Se han ensayado modelos de in-
munización a más largo plazo, de 3-6 meses,
es decir, procesos largos de inmunización para
ver si realmente tenían alguna ventaja, obser-
vándose que los niveles de anticuerpos séri-
cos no se correspondían con la buena produc-
ción de anticuerpos monoclonales en esas
células. Es decir, nosotros creemos que no son
necesarios procesos de inmunización excesi-
vamente largos con gangliósidos, pero las re-
comendaciones varían según los autores. Con
respecto a la segunda pregunta, según nues-
tra experiencia la inmunización in vitro en sis-
tema murino, no supone una ventaja. Lo que
ocurre es que ei sistema murino facilita el es-
tudio del sistema humano. En cuanto a la ter-
cera cuestión, el antígeno utilizado eran he-
matíes de carnero, siguiendo el modelo clásico
de Hoffman, aunque evidentemente no esta-
mos interesados en la producción del anticuer-
po antihematíes, sino en el efecto de los fac-
tores que se introducen en el modelo, como
por ejemplo IL-2, entre otros. Contestando a
la última pregunta, nosotros todavía no tene-
mos una colección. Este proyecto se realiza
en 3 laboratorios: dos en Alemania y el nues-

tro en Barcelona. Uno de los laboratorios en
Alemania se dedica a la síntesis y purificación
de este tipo de antígenos. Nosotros nos ocu-
pamos principalmente de las técnicas de in-
munización in vitro y producción de monoclo-
nales y el otro laboratorio alemán estudia la
especificidad en líneas generales de estos mo-
noclonales en distintos tipos de tejidos. Este
proyecto se complementa con 30 acuerdos in-
ternacionales de cooperación con centros ex-
teriores. Se trata, por tanto, de un trabajo muy
diversificado y en estos momentos no puedo
facilitarle una relación de líneas ya clonadas.

R. LLOPIS: Me parece interesante, especialmen-
te para las personas que no están involucra-
das directamente en la obtención de anticuer-
pos monoclonales de origen humano, dejar
bien sentada la dificultad real y el grado de
complejidad de estas técnicas.

J. PIULATS: Efectivamente, creo que en los 2 úl-
timos años han aparecido unas 76 publicacio-
nes sobre anticuerpos monoclonales huma-
nos, pero hay que hacer la salvedad de que
la mayoría de los grupos utilizan células pro-
cedentes de pacientes que, por lo tanto, ya
tienen un cierto grado de preinmunización
frente a sus propios antígenos tumorales. Es
decir, la mayoría de investigadores producen
anticuerpos monoclonales transformando las
células de pacientes con virus de Epstein-Barr,
que seguidamente fusionan con un mieloma
murino y obtienen anticuerpos que se consi-
deran como humanos porque proceden de un
linfocito humano de paciente. Este no es nues-
tro caso, ya que lo que pretendemos es que
todo el proceso sea humano. Por otra parte,
estamos estudiando si realmente ei proceso
de humanización funciona o no funciona.

L. ENJUANES: Querría hacer un comentario y
una pregunta. En muchos casos es importante
hacer un cambio de isotipo deseado, pero se
plantean dos tipos de problemas. Cuando se
trata de hacer el cambio in vivo hay que bus-
car estrategias y sistemas de regulación que
permitan hacerlo. Sin embargo, en mi opinión,
cuando uno quiere obtener un anticuerpo mo-
noclonal de un isotipo determinado, puede
plantearse la estrategia de obtenerlo Inicial-
mente con la especificidad deseada, ya que
en realidad los hibridomas producen varian-
tes con una frecuencia en torno a 5-10 de dis-
tintos isotipos, y cuando se dispone de anti-
cuerpos monoclonales contra las distintas
cadenas pesadas correspondientes a los di-
ferentes isotipos, es relativamente fácil selec-
cionar a posteriori el hibridoma que está pro-
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duciendo el ¡sotipo que uno quiere, simple-
mente con estos anticuerpos específicos y un
sensor t. En cuanto a mi pregunta es la si-
guiente: yo sigo con la idea de que todavía hoy
puede ser más práctico a la hora de obtener
anticuerpos monoclonales humanos tratar de
obtener heterohibridomas ratón-humano. Es
decir, partiendo de un hibridoma murino de
una especie determinada, tratar de obtener
el heterohibridoma ¿qué opina usted sobre
este particular?

J. PIULATS: Estoy de acuerdo con su comenta-
rio sobre los isotipos, pero en el caso concre-
to de estructuras de tipo glicolipídico, como
los gangliósidos que he presentado, es muy
posible que la deficiencias de formación de
distintos ¡sotipos sean distintas de las obser-
vadas con otros antígenos de tipo proteico. En
cuanto a la pregunta, comparto plenamente
su opinión, y ésta es otra vertiente de lo que
estamos haciendo. Igual que en el laborato-
rio, no se ha fijado tan sólo una línea única,
sino todo un abanico de posibilidades para in-
tentar producir ese anticuerpo.

M. T. GALLART: Quisiera que comentara con un
poco más de detalle la utilización del virus de
Epstein-Barr como método para inmunizar in
vítro o amplificar respuestas de células B.
¿Qué opinión le merece esta metodología para
seguidamente heterofusionar, como decía el
Dr. Enjuanes? ¿Existe en su opinión alguna lí-
nea mielomatosa humana que además de ser
factible sea práctica de utilizar? Con respec-

to a los heterohibridomas, quisiera comentar
mi experiencia no en la búsqueda de anticuer-
pos monoclonales, sino para ver qué tipos de
anticuerpos secretan determinadas células B.
Los resultados fueron altamente positivos,
aunque uno de los problemas fue la estabili-
dad de los heterohíbridos que quizá podría-
mos comentar en esta discusión.

J. PIULATS: Es evidente que la utilización de vi-
rus de Epstein-Barr como agente transforman-
te es muy efectiva. En general lo que se hace
es una transformación del virus de Epstein-
Barr y seguidamente una fusión con una cé-
lula de mieloma con el fin de estabilizar la pro-
ducción de inmunoglobulinas de esa célula hí-
brida.
Pero hay que tener en cuenta que nosotros
lo que perseguimos es un efecto terapéutico,
y en este sentido el uso de Epstein-Barr pue-
de comportar que el producto final tenga un
cierto nivel de contaminación con partículas
virales. Es decir, una cosa es el aspecto cien-
tífico y otra el aspecto práctico, cuando se pre-
tende que un producto pueda ser utilizado en
el hombre. En cuanto al problema de hetero-
híbridos, nosotros también hemos estado tra-
bajando con la producción de heterohíbridos,
introduciéndoles más de un marcador de de-
ficiencia enzimática para conseguir mayor es-
tabilidad. También en este caso se plantean
una serie de problemas no científicos sino re-
lacionados con las patentes en el campo far-
macéutico.
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