Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana

ISSN: 0325-2957

ISSN: 1851-6114

actabioqg@fbpba.org.ar

Federacion Bioquimica de la Provincia de Buenos Aires
Argentina

Fossati*, Carlos Alberto
César Milstein
Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana, vol. 56, nium. 2, 2022, -Junio, pp. 201-205
Federacion Bioquimica de la Provincia de Buenos Aires
Buenos Aires, Argentina

Disponible en: https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=53572377011

I Como citar el articulo r@ga‘yC- J{‘{g

¥ Numero completo Sistema de Informacion Cientifica Redalyc

¥ Mas informacién del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Esparia y Portugal

F Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso

abierto


https://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=53572377011
https://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=535&numero=72377
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=53572377011
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=535
https://www.redalyc.org
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=535
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=53572377011

Comentarios de Expertos

César Milstein

» Carlos Alberto Fossati

Doctor en Ciencias Bioguimicas, Profesor Emérito,
UNLP, Investigador Superior Contratado ad hono-
rem, CONICET.

Catedra de Inmunologia - Facultad de Ciencias
Exactas - Instituto de Estudios Inmunolégicos y
Fisiopatolégicos (UNLP-CONICET-CIC), La Plata,
Provincia de Buenos Aires, Argentina.

Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana
Incorporada al Chemical Abstract Service.
Cédigo bibliografico: ABCLDL.

ISSN 0325-2957 (impresa)

ISSN 1851-6114 (en linea)

ISSN 1852-396X (CD-ROM)

Resumen

El presente comentario, escrito en virtud del decreto del gobierno nacional
que designd a 2021 como afio de homenaje al Dr. César Milstein, es una
visién personal sobre el significado del desarrollo de los anticuerpos mo-
noclonales, del aporte que brindd y brinda a la ciencia y tecnologia actual
y del contexto del correspondiente Premio Nobel en el &mbito de la Inmu-
nologia y las Ciencias Médicas. El objetivo de este articulo es transmitir,
a modo de homenaje, algunas de mis experiencias en la especialidad y la
relacién profesional y personal con el creador de la produccién de anticuer-
pos monoclonales por fusién de células somaticas, tecnologia que continda
realizando grandes aportes al conocimiento.
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César Milstein

Abstract

The present commentary, which was written by virtue of the national gov-
ernment decree that designated 2021 as the year of the tribute to Dr. César
Milstein, is a personal vision of the meaning of the development of mono-
clonal antibodies, of the contribution that he has always made to the cur-
rent science and technology, and of the context of the corresponding Nobel
Prize within the sphere of Immunology and the Medical Sciences. The aim
of this article is to share, as a tribute, some of my experiences in the spe-
clalty and my professional and personal relationship with the creator of the
immense breakthrough still being delivered by his development.
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César Milstein

Resumo

O presente comentario, escrito em virtude do decreto do governo nacional
que nomeou o ano 2021 como ano de homenagem ao Dr. César Milstein,
é uma visao pessoal sobre o significado do desenvolvimento dos anticorpos
monoclonais, da contribuicdo que ofereceu e oferece a ciéncia e tecnologia
atual e do contexto do correspondente Prémio Nobel no ambito da Imunolo-
gia e das Ciéncias Médicas. O objetivo deste artigo é transmitir, & maneira
de homenagem, algumas das minhas experiéncias na especialidade e na
relagao profissional e pessoal com o criador do imenso avangco que continua
nos oferecendo seu descobrimento.

Palavras-chave: César Milstein; Anticorpos monoclonais
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César Milstein y los anticuerpos mono-
clonales, una visiéon personal

El desarrollo de la técnica de produccion de anti-
cuerpos monoclonales abrié un nuevo mundo de posi-
bilidades, no s6lo para la generaciéon de conocimientos
basicos en todas las ramas de las ciencias biolégicas, sino
también a una infinidad de aplicaciones para la mayoria
de las actividades cientificas y tecnolégicas que pudieran
beneficiarse de moléculas proteicas homogéneas y/o di-
senadas a medida de necesidades especificas.

El Premio Nobel de Medicina de 1984 fue otorga-
do a George Jean Franz Kohler y César Milstein, por su
extraordinario desarrollo de la técnica de producciéon
de anticuerpos monoclonales, premio compartido con
Niels Kaj Jerne por sus aportes fundamentales al cono-
cimiento sobre la formacién de anticuerpos y la génesis
de la teoria de la seleccion clonal, posteriormente re-
formulada por Frank Macfarlane Burnet (Premio No-
bel en 1960).

Esta distinciéon constituyé un verdadero reconoci-
miento a todos los cientificos que, desde los albores de
la Inmunologia, apreciaron la crucial importancia del
conocimiento y manipulacion de la respuesta inmune.
Puede considerarse como el zenit de decenas de anos
de estudios de los mecanismos de defensa contra las
infecciones, mediados por efectores humorales, asi
también como el nacimiento de una nueva era en la
Biologia aplicada.

La historia de los anticuerpos es muy extensa, rebo-
sante de avances significativos para la humanidad y muy
rica en anécdotas, encuentros y desencuentros entre
cientificos, médicos, empresas y gobiernos, a las que no
escapa la historia de los anticuerpos monoclonales. Es
demasiado extensa e intrincada como para desarrollar
siquiera los hechos mas importantes y los antecedentes
mas significativos de esta evolucioén en un corto articulo
como éste. Solamente pretendemos celebrar que en el
ano 2021 se cumplieron sesenta (60) anos del regreso
del doctor César Milstein a la Republica Argentina. El
mismo fue declarado como “ano de homenaje al Pre-
mio Nobel de Medicina, Dr. César Milstein por Decreto
N° 18/2021 del Poder Ejecutivo Nacional.

No obstante, haré una breve resena de algunos de los
descubrimientos mas trascendentes en la historia de la
Inmunologia, pero limitados a los Premios Nobel, mas
alla de la injusticia que esto significa.

Un poco de historia de la Inmunologia

En 1901 se otorg6 el primer Premio Nobel de Fisio-
logia o Medicina, al fisi6logo y microbi6logo Emil Adolf
von Behring, por sus trabajos de seroterapia. Unos anos
antes habia desarrollado una antitoxina para tratar la
difteria, enfermedad altamente mortal en esa época.
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En 1908 el galardén fue otorgado a Elie Metchnikoff
y a Paul Erlich por el descubrimiento de la fagocitosis
y por avances teéricos en el conocimiento de los meca-
nismos de defensa contra la infeccion, respectivamen-
te. En 1913 lo recibié Charles Richet por su descripcién
de la anafilaxia, Jules Bordet, por el Complemento en
1919 y Karl Landsteiner por los grupos sanguineos en
1930. En 1960 se produjo otra doble premiacién para
la Inmunologia: Peter Medawar por sus avances sobre
la tolerancia inmunolégica y Frank Macfarlane Burnet
por la teoria de la seleccion clonal. Nuevamente la In-
munologia recibié dos distinciones: Rodney Porter y
Gerald Edelman por sus trabajos de quimica y estructu-
ra de anticuerpos, en 1972. En 1980 fueron tres los lau-
reados de la especialidad: George Snell, Jean Dausset y
Baruj Benacerraf por el descubrimiento del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC). Esta situaciéon
se repiti6 en 1984 con Niels Jerne, por sus aportes al
conocimiento de las redes idiotipicas, César Milstein
y George Kohler por el desarrollo de los anticuerpos
monoclonales. Susumu Tonegawa fue galardonado en
1987 por el reconocimiento de la recombinacién ge-
nética en la codificacion de los anticuerpos. Peter Do-
herty y Rolf Zinkernagel recibieron el premio en 1996
por sus trabajos fundamentales de la respuesta inmune
celular y los mecanismos de restriccion de las células T
a la presentacion por el MHC. Otra triple premiacion
se produjo en 2011: Jules Hoffmann, Bruce Beutler y
Ralph Steinman fueron galardonados por los avances
en el conocimiento de las bases moleculares de la res-
puesta innata. Finalmente, en 2018 el Premio Nobel se
le confiri6é a James Allison por sus aportes a la terapia
antitumoral.

Obviamente existe una inmensa cantidad de cien-
tificos que fueron merecedores del maximo galardén
que, sin embargo, no pueden ser mencionados en
esta presentacion. Ellos generaron un sinnimero de
conocimientos fundamentales y realizaron multiples
descubrimientos y aplicaciones significativas para el
avance de la humanidad, siempre en el campo de la
Inmunologia.

Anticuerpos y anticuerpos monoclonales, resumen
de su desarrollo histérico

Los anticuerpos se producen en respuesta al esti-
mulo generado por un inmunégeno contra el cual el
sistema inmune del hospedador fabrica distintas mo-
léculas de inmunoglobulinas capaces de interaccionar
contra diferentes porciones del compuesto agresor
(determinante antigénico o epitope). Los anticuerpos
fabricados por las células productoras de anticuerpos
se distribuyen por la circulacién (antisuero) por lo que
pueden ser ficilmente obtenidos y manipulados para
diversas aplicaciones. La composiciéon de anticuerpos
en un antisuero no es constante, sino que cambia con



el tiempo y varia entre individuos, atin entre animales
genéticamente idénticos. Esta situacion representa un
obstaculo importante para su utilizacion y requiere un
gran y costoso esfuerzo para la estandarizacion requeri-
da para su uso.

Es facil de comprender, entonces, que desde los al-
bores de la inmunoquimica se hayan realizado innume-
rables esfuerzos para generar fuentes capaces de pro-
veer anticuerpos homogéneos a lo largo del tiempo.

Los anticuerpos son producidos por linfocitos del
linaje B, los cuales, tras su estimulacion, se convierten
en células productoras de anticuerpos (células plasma-
ticas) que son secretados a la circulaciéon (plasma). La
naturaleza nos proveyé una enfermedad neoplasica
(mieloma) caracterizada por células plasmaticas que se
dividen descontroladamente generando un clon celu-
lar, mientras fabrican anticuerpos. Estos anticuerpos, al
provenir de una sola célula ancestral, son todos iguales
entre si, o sea, son anticuerpos monoclonales quimica-
mente homogéneos.

A principios de la década de 1970, se logré inducir
la proliferacion de mielomas en ratones inmunizados
con un antigeno de interés, comenzando asi un camino
parala generacion de anticuerpos monoclonales. Se de-
sarrollaron diversas técnicas y procedimientos muy in-
novadores, ingeniosos y novedosos, con ese objetivo. La
idea de todos ellos era lograr la proliferacion indefinida
de una sola célula productora de un anticuerpo prede-
terminado, para poder disponer de una solucién que
contuviera solo el anticuerpo deseado. No obstante, so-
lamente se lograron éxitos parciales, sin conseguirse un
método eficiente para su aplicaciéon masiva.

César Milstein, quien habia regresado al pais en
1961, se incorpor6 al Instituto Nacional de Microbio-
logia “Carlos G. Malbran”, pero por causa del contexto
politico reinante (situaciéon alarmantemente recurren-
te en nuestra historia), regres6 a Inglaterra en 1963.
Alli se incorpor6 al Laboratorio de Biologia Molecular
del Medical Research Council de la Universidad de Cam-
bridge, dirigido por Fred Sanger (quien fue dos veces
premio Nobel de Quimica, en 1958 y 1980), donde con-
tinuo trabajando hasta su fallecimiento en 2002.

Durante su carrera realizo relevantes contribuciones
cientificas en el campo de la biologia molecular y la in-
munologia que le valieron importantes premios y dis-
tinciones, incluyendo una postulacion al Premio Nobel,
antes de su consagracion.

En 1974, George Kohler se incorpor6 al laboratorio
de César Milstein. Entre ellos se habia establecido una
enriquecedora interaccion cientifica ya que compar-
tian temas de trabajo cercanos pero abordados desde
diferentes direcciones. La unién de los conocimientos,
ideas y experiencias de ambos, fructificé rapidamente,
al punto que en menos de un par de anos publicaron
el célebre trabajo de la obtencién de anticuerpos mo-
noclonales.
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Metodologia de produccién de anticuerpos mono-
clonales

Los Dres. Kohler y Milstein lograron fusionar linfo-
citos del bazo de ratones inmunizados con un antigeno
determinado (en ese caso glébulos rojos de carnero),
con células de mieloma murino de una linea perfecta-
mente adaptada a crecer en cultivo. Esta célula hibrida
es capaz de fabricar el anticuerpo codificado por los
linfocitos del bazo del ratén inmunizado, asi como de
duplicarse continuamente como en el mieloma. De esta
forma se origina un clon celular que produce un Gnico
anticuerpo.

La técnica es simple, elegante y eficiente y permite la
obtencion de grandes cantidades de anticuerpos en un
tiempo relativamente corto. En 1975 Kohler y Milstein
publicaron en la revista Nature, el trabajo titulado “Con-
tinuous culture of fused cells secreting antibodies of predefined
specificity” [Cultivo continuo de células fusionadas que
producen anticuerpos de especificidad predefinida] (1).

Método de produccién de anticuerpos monoclo-
nales
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Figura 1. Procedimiento para la produccion de anticuerpos
monoclonales

En la Figura 1 se muestra esquematicamente como
es el procedimiento para la producciéon de anticuerpos
monoclonales. Brevemente, se inmuniza un raton con
el antigeno que nos interesa (microorganismo, partes
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de €1, componentes purificados, etc.) hasta lograr un
buen titulo de anticuerpos especificos en el suero del
animal. Logrado esto, unos pocos dias antes de llevar a
cabo la hibridacién, se realiza una ultima inoculacion
de una baja dosis de antigeno, “dosis de llamada”, para
aumentar la respuesta. Mientras tanto, se crecen en cul-
tivo células del mieloma adaptadas para duplicarse inde-
finidamente en ese medio, que tienen intacta su maqui-
naria de produccion y secrecion de inmunoglobulinas,
pero carecen de la posibilidad de codificar anticuerpos.
Estas células de mieloma, al fusionarse (mediante el
agregado de un compuesto capaz de aumentar la inte-
raccion célula-célula, tal como el polietilenglicol) con
las células productoras de anticuerpos provenientes del
bazo del animal inmunizado, adquieren de esos linfoci-
tos la propiedad de codificar el anticuerpo producto de
la inmunizacion, producirlo y secretarlo al medio. Estas
c€lulas fusionadas se denominan “hibridomas” (Fig. 1).

Tras este procedimiento, las células se cosechan, se la-
van y se dividen en un nimero grande de cultivos. Unos
dias después, se podran observar al microscopio colonias
de células creciendo, algunas de las cuales podran estar
produciendo anticuerpos capaces de reconocer al an-
tigeno inmunizante. Se analiza la presencia de los anti-
cuerpos deseados en el sobrenadante del cultivo y las cé-
lulas de ese pocillo se dividen en muchos mas subcultivos
a efectos de generar colonias derivadas de una sola célula
original. Este paso se repite hasta asegurar la monoclona-
lidad del cultivo. Una vez que se dispone de una cantidad
adecuada de células, éstas se pueden congelar para man-
tenerlas viables, te6ricamente por tiempo indefinido.

El anticuerpo monoclonal se puede obtener a partir
de los sobrenadantes de los cultivos para, posteriormen-
te, utilizarlo en los estudios y las aplicaciones deseadas.

La diferencia entre el anticuerpo monoclonal y el
suero policlonal obtenido de los ratones se hace eviden-
te en la parte izquierda de la Figura 1.

El suero contiene una mezcla de anticuerpos diri-
gidos contra diferentes determinantes antigénicos del
inmunoégeno, mezcla que varia con el tiempo en cada
animal; su composicién en clases de inmunoglobulinas
es también muy variable y diferente para cada hospeda-
dor. Finalmente, y no menos importante, el hospeda-
dor inmunizado muere al cabo de un tiempo y con €I,
la posibilidad de seguir generando anticuerpos.

Por otra parte, el hibridoma produce uno y sélo un
tipo de anticuerpo, no varia con el tiempo, es quimica-
mente homogéneo y su produccion es ilimitada; sola-
mente se necesita descongelar y volverlo a crecer cuan-
do se lo necesita.

La posibilidad de producir estos reactivos homogé-
neos de forma simple, eficiente y duradera revolucioné
las ciencias de la vida, en particular y toda la Biologia y la
Biotecnologia en general. Quizds, el impacto mayor sea el
producido sobre las Ciencias Médicas, donde el desarrollo
de anticuerpos monoclonales para diagnostico, identifica-
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cién y caracterizacion de nuevas moléculas y células, asi
como su utilizacién terapéutica para un sinntimero de pa-
tologias, contintia en crecimiento.

Digresiones

En lo personal, conoci a César Milstein en una de
sus visitas a nuestro pais. El era amigo del Dr. Moisés
Spitz, por entonces docente de Quimica Biolégica de la
Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP y director de
mi trabajo de tesis de doctorado. En una de esas opor-
tunidades, en 1973, realiz6 una visita de muchas horas a
nuestro laboratorio, actualizandonos sobre los ultimos
conocimientos de la inmunologia y de la biologia mo-
lecular de proteinas, revisando los resultados de mi tra-
bajo y brindando ideas, las que, obviamente, fueron de
gran utilidad para nosotros.

Por ese tiempo me basaba mucho en una profusa
produccion bibliografica de unos autores que, ademas,
publicaban revisiones en una importante revista de en-
tonces. Los resultados de mis experimentos llevaban a
conclusiones muy diferentes de las de ellos, indepen-
dientemente de las modificaciones experimentales y
del diseno que yo utilizara. Cuando Milstein estuvo en
el laboratorio, se lo comenté. El revis6 mis datos, pre-
gunt6 un montoén de cosas y finalmente me dijo que no
me preocupara porque no eran autores confiables y ya
nadie les creia. Continuamos con el trabajo que fue, en
definitiva, central para mi tesis de doctorado y para la
primera publicacién en una revista internacional de los
resultados de ese trabajo.

Adn hoy me pregunto cémo esos autores seguian
publicando en las revistas de revision mds importantes
de la época y como hubiera seguido mi trabajo si no se
hubiera dado una conversacion directa sobre el asunto
con César Milstein.

En 1975, Moisés Spitz se vio forzado a emigrar, pero
antes de ello viaj6 a Inglaterra y visit6 a Milstein en su la-
boratorio y trajo la reciente novedad de la técnica de hi-
bridacién. Poco después, Spitz se establecié en Londres
y comenzo a trabajar en el laboratorio de César Milstein
donde se familiarizé con la produccion de anticuerpos
monoclonales y lleg6 a convertirse en un experto en la
materia. En 1978 se instal6 en el Saint Bartholomew’s Hospi-
talde Londres donde cre6 un laboratorio de produccion
de estos anticuerpos, el que me toc6 ayudar a montar
como parte de mi estadia posdoctoral en el Reino Uni-
do. Al ano siguiente debimos trasladarnos al National Ins-
titute for Biological Standards and Control, también en Lon-
dres y crear un nuevo laboratorio. En esos anos visité en
varias ocasiones el laboratorio de Milstein en Cambridge,
especialmente para trabajar en el desarrollo de algunos
experimentos para los que atin no teniamos los elemen-
tos suficientes en el nuestro; obviamente manteniamos
conversaciones y reuniones de trabajo y nos proveian de



insumos para facilitar nuestra tarea. El apoyo recibido
fue siempre directo, abierto y desinteresado. También
compartimos varias reuniones sociales con otros profe-
sionales y amigos argentinos y de otras nacionalidades,
ademas de britdnicos.

A mi regreso a la Argentina, me encontré con César
Milstein en diversos congresos y reuniones realizadas en
Buenos Aires, Bahia Blanca y Olavarria, asi como en un
par de ocasiones en que visité nuestro laboratorio en el
Instituto de Estudios de la Inmunidad Humoral creado
por Ricardo Anibal Margni (graduado en nuestra Facul-
tad de Ciencias Exactas), en la Facultad de Farmacia y Bio-
quimica de la UBA, donde trabajé durante muchos anos.

César Milstein siempre nos escucho, colabor6 y apo-
y0, ya fuera donando células, anticuerpos, reactivos y,
sobre todo, nos brind6 opciones para salvar inconve-
nientes y avanzar en nuestros estudios. En una de esas
oportunidades estuvimos varias horas trabajando juntos
con el microscopio y los cultivos de células, ayudando-
nos a resolver un problema experimental.
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Nunca tuve la ocasion de trabajar colaborativa-
mente con Milstein, aunque en alguna ocasién es-
tuvimos cerca de hacerlo, pero me ofrecié y brindé
su ayuda en todas las oportunidades en que se lo so-
licité.

Valga este pequeno recuerdo como homenaje a Cé-
sar Milstein y a su trayectoria.

Correspondencia

Dr. CARLOS ALBERTO FOSSATI
Correo electrénico: cafossati@gmail.com

Referencias bibliograficas

1. Koéhler G, Milstein C. Continuous cultures of fused cells
secreting antibody of predefined specificity. Nature
1975 Aug 7; 256 (5517): 495-7.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2022; 56 (2): 201-5



