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RESUMEN

Se prepar6 un conjugado con peroxidasa a partir de los anticuerpos especificos
aislados de un suero de conejo anti cadenas y de la 1gG humana. Los anticuerpos
especificos se aislaron por cromatografia de afinidad, y el conjugado se prepard
por el método de oxidacién con peryodato. El conjugado obtenido presenté una
relacion molar 1gG/peroxidasa de 1,07, un valor de RZ de 0,33 y result6 evaluado
satisfactoriamente en cuanto a su especificidad y reactividad en los ensayos

inmunoenziméticos realizados.

DeCS ANTICUERPOS, CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD; PEROXIDASAS,
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Los anticuerpos especificos aislados
por cromotografia de afinidad a partir de
los antisueros policlonales permiten elevar
considerablemente la especificidad y la
sensibilidad de los métodos en los que se
utilizan. L osresultados obtenidos con estos
anti cuerpos especificos son extraordinaria-
mente superiores alos que se obtienen con
el antisuero sin fraccionar, y generalmente
muy superiores a los que se obtienen con
la fraccibn gamma (obtenida por
precipitacion salind), y con lafraccion 1gG
(obtenidapor cromotografiadeintercambio
i6nico) del antisuero original.

Lautilizacion de anticuerpos aislados
por cromatografia de afinidad para la
preparaci én de conjugados con peroxidasa

se ha generalizado rapidamente entre los
diferentes productores comerciales, pues
este procedimiento posibilita la obtencién
de conjugados que poseen un nivel de
calidad muy alto. Sin embargo, se ha
demostrado que estos conjugados pueden
ser preparados por el método de oxidacion
con peryodato en los laboratorios donde
van aser empleados,! y nuestraexperiencia
anterior nos ha permitido comprobar que
por este procedimiento es posible la
obtencion de conjugados que poseen un
nivel de calidad comparable con el de sus
similarescomerciales.?

Este trabajo se realizd con €l objetivo
de preparar un conjugado anti 1gG humana
(especifico para las cadenas y) en congo,



con el findeutilizarlo en métodosindirectos
para la deteccion de anticuerpos.

METODOS

Aislamiento y purificacion de IgG. La
1gG humana se purificd por cromatografia
de intercambio iénico en resina de DEAE
Sephacel, y por cromatografiadefiltracion
en gel de Sephadex G-150.% Las cadenasy
se prepararon por reduccion de la 1gG
purificada con 3-mercapto etanol, y se
separaron de las cadenas ligeras por
cromatografia de filtracion en gel de
Sephadex G-100. La IgG de congjo se
purificd por cromatografia de intercambio
ionico empleando resinatipo DE-52, y por
cromatografia de filtracién en gel de
Sephadex G-150.

Produccion de antisueros: El suero anti
IgG (cadena y) humana se obtuvo por
inmuni zacion intramuscul ar delas cadenas
y purificada sen conejos, y € suero anti
1gG humana (moléculacompleta) se obtuvo
por inmuni zaciénintramuscular en carnero.
El suero anti 1gG de conejo se obtuvo por
inmuni zacion intramuscul ar en carnero. El
suero anti proteinas séricastotaleshumanas
se obtuvo por inmunizacién del suero
normal diluido en conejos, y € suero anti
proteinas séricas totales de conegjo se
obtuvo por inmunizacién del suero normal
diluido en carnero. En todos los casos, se
emplearon esquemas de inmunizacion
disefiados por nuestro grupo de trabajo.

Purificacion de los antisueros
especificos. El suero de conejo anti 1gG
(cadenay) humana se precipit6 con sulfato
de amonio al 50 % de saturacion. El
precipitado se resuspendio, se dializo
exhaustivamente, y se aplicod en una
columna cromatografica que contenia gel
de Sepharosa CL-4B acoplada con 1gG
humana pura, en una concentracion de
2mg/mL degel.
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Preparacion del conjugado. La
conjugaciondelaperoxidasa(E.C.1.1.1.1.7;
tipo VI, SIGMA) con los antisueros
especificos anti 1gG (cadenay) humana se
[levé acabo por el método de oxidacidn con
peryodato,! para lo cual se empleé una
proporcion de 0,5 mg deperoxidasapor cada
mg de anticuerpo. El conjugado se diaiz6
contra solucion amortiguadora de fosfatos
0,01M depH 7,2, que conteniaNaCl 0,15 M
(PBS), se purificd por cromatografia en
Sepharosa CL-6B y a producto obtenido
sledetermindlardacionmolar IgGiperoxidasa
ydvdordeRZ (D.0.a403nnvD.O.a280 nm).
Se e afiadi6 albuminade suero bovino &
1%y timerosa a 0,01 % parasu conserva
ciénenalicuotasa—30 °C.

Evaluacion de los productos obteni-
dos. La pureza de la IgG humana, de las
cadenas vy, de la IgG de conegjo y de los
anticuerpos especificos, asi como la
reactividad y especificidad de estos tltimos,
se comprobaron por inmunoelectroforesis
y por doble inmunodifusién en gel de
agar.*® El conjugado se evalu6 mediante
ensay0s inmunoenzi maticos heterogéneos
tipo ELISA.

El primer ensayo inmunoenzimatico se
realizd por el método directo en placas
recubiertas con diferentes concentraciones
de 1gG humana, saturadas con albiminade
suero bovino eincubadas con €l conjugado.
Posteriormente se incubd con la mezcla
sustrato-cromégeno (H,0,-OPD), se
detuvo lareaccién con écido sulfirico 2M
y seley6a492 nm.

El segundo ensayo inmunoenziméatico
seresaliz6 por un méodo indirecto, en placas
recubiertas con dilucionesde suero anti 1gG
humana, saturadas con albumina de suero
bovino, e incubadas con |gG humana, con
el conjugado y con la mezcla de sustrato-
cromogeno.

En €l tercer ensayo inmunoenzimético
se utilizaron placas preparadas de igual



formaqueen € primero (recubiertascon 0,2
y 5 ug de IgG humana, respectivamente),
gue se incubaron con diferentes diluciones
del conjugado.

RESULTADOS

Lacromatografiadefiltraciénen gel de
Sephadex G-100 permitié separar
adecuadamente las cadenas pesadas (y) de
lasligeras(fig.1). Lainmunoel ectroforesis
en gel de agar y la doble inmunodifusién
permitieron comprobar lapurezadelalgG
humana, de las cadenas vy, de la IgG de
congjo, y de los anticuerpos especificos
anti 1gG (cadena y) humana. En todos los
casos se obtuvo una sola linea de
precipitacion debidaalalgG delaespecie
en cuestion, frenteal suero anti IgGy frente
al suero anti proteinas séricas totales.
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FIG. 1. Separacion de las cadenas pesadas () y ligeras de
la IgG humana por cromatografia de filtracion en gel de
Sephadex C-100.
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Al emplear ladobleinmunodifusiény
la inmunoel ectroforesis para evaluar la
reactividad y la especificidad de los
anti cuerpos especificos anti 1gG (cadenay)
humana aislados, se observé que estos
producian una sola linea de precipitacion
con las cadenasy, con lalgG humana pura
y con el suero normal humano. No se
observaron lineas de precipitacion con las
restantes proteinas del suero humano. A
partir de los anticuerpos aislados por
cromotografia de afinidad, se prepar6 el
conjugado con peroxidasa. Se empled una
relacion molar de peroxidasa/lgG de 2. El
conjugado, después de la purificacién con
Sepharosa CL-6B, presentd una relacién
preoxidas/IgG de 0,93 y un vaor de 0,33
parael indice RZ. El producto present6 el
aspecto de un liquido transparente de col or
amarillo claro, sin contaminacién con la
peroxidasa ni la 1gG sin conjugar, las que
habian sido separadas por lacromatografia
en SepharosaCL-6B.

En el primer ensayo inmunoenzimético
se observé que € conjugado sefijabaala
placa en cantidades directamente
proporcionales a la concentracion de 1gG
humanaempleadaen € recubrimiento (fig.2).
Cuando la placa recubierta con 1gG hu-
manaseincubd con un antisuero de carnero
sin conjugar antes de afiadir e conjugado
(controles negativos), el conjugado
préacticamente no sefijé alaplaca

En el segundo ensayo inmuno-
enzimético se observé que el conjugado se
fijaba a la placa en cantidades pro-
porcionalesalas concentracionesdel suero
de carnero anti 1gG humana (molécula
completa), utilizado como anticuerpo para
el recubrimiento (fig.3). En los controles
negativos, en los que su sustituyo el
anticuerpo de recubrimiento por un suero
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FIG. 2. Ensayo inmunoenzimatico en una placa recubierta
con IgG humana. Influencia de la concentracion de la IgG
humana.
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FIG. 3. Ensayo inmunoenzimético en una placa recubierta
con anti IgG humana. Influencia de la concentracién del
anticuerpo de recubrimiento.

normal (no inmune) de carnero en iguales
diluciones, no se produjo una fijacion
apreciable del conjugado.

En el tercer ensayo inmunoenzimatico
se observé un aumento proporcional delas
lecturas a aumentar la concentracion del
conjugado. Se obtuvo unaD.O. de 0,98 en
una placa recubierta con 5 pg/mL de I1gG
humanaeincubada con unadilucién 1:2000
del conjugado, y unaD.O. de 0,69 parauna
placa recubierta con 200 ng/mL de IgG
humana e incubada con una dilucion de
1:500 del conjugado (fig.4).
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FIG. 4. Ensayo inmunoenzimatico en una placa recubierta
con IgG humana. Influencia de la concentracién del
conjugado.

DISCUSION

En este trabajo se purifico la llamada
cadena pesada (y) de la 1gG humana para



emplearlaen laproduccion de un antisuero
en congjo, a partir del cual se aislaron los
anti cuerpos especificosanti 1gG (cadenag)
humanapor cromatografiade afinidad, para
garantizar la preparacién de un conjugado
gue tuvieraun alto grado de especificidad.

Para la preparacion del conjugado se
mantuvo larelacién molar peroxidasa/an-
ticuerpo de 2, aunque las concentraciones
fueron inferiores alas recomendadas en la
técnicaorigina ' paraevitar laprecipitacion
de los anticuerpos de conejo especificos
para la IgG humana. La relacién molar
peroxidasa/lgG del conjugado obtenido
indica la proporcion de moléculas de
anticuerpo marcadas con la enzima
(aproximadamente el 90 % como promedio),
lacual resulté comparable con las obtenidas
por otros autoresy con lasdelos productos
comerciales®

A partir de los resultados del tercer
ensayo inmunoenzimético, se pudo estimar
el titulo del conjugado en el rango de

dilucionesentre 1:1000y 1:2000. Estetitulo
constituye uno de los parametros que
permiten caracterizar €l conjugado, junto
conlarelacion molar 1gG/peroxidasa(1,07),
el vaordd indiceRZ (0,33), y lasdiluciones
de trabajo recomendadas para diferentes
tipos de técnicas, especialmente para los
ensayos heterogéneos tipo ELISA (que en
este caso fue de 1:2000).

De acuerdo con los resultados
obtenidos, se comprobd que con la
utilizacion de anticuerposanti 1gG humana
purificados por cromatografia de afinidad,
se lograba preparar un conjugado con un
alto grado de especificidad y unareactividad
elevada. Los ensayos inmunoenziméticos
permitieron evaluar satisfactoriamente este
conjugado, por lo que se puede considerar
como un producto adecuado para su
utilizacién en técnicas de este tipo o
similares, asi como en el pesquisaje de
anticuerpos monoclonales humanos.

SUMMARY

A peroxidase conjugate was prepared starting from the specific antibodies isolated
from an anti-chain rabbit serum and from human 1gG. The specific antibodies
were isolated by affinity chromatography and the conjugate was prepared by the
method of oxidation with periodate. The conjugate obtained presented a molar
1gG/peroxidase relation of 1.07, a RZ value of 0.33 and it was satisfactorily
evaluated as regards its specificity and reactivity in the immunoenzimatic assays

carried out.

Subject headings: ANTIBODIES;, CHROMATOGRAPHY, AFFINITY;
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