UTILITZACIO DE VECTORS D’EXPRESSIO EN E.coli PEL CLONATGE DE
REGIONS VARIABLES D'ANTICOSSOS
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Resum

La humanitzacié d’anticossos monoclonals murins mitjangant
la creacio d'anticossos quimérics murins-humans, millora la
possibilitat de que aquests puguin ser utilitzats com agents
terapéutics efectius en la terapia del cancer.

S'han clonat, després d'una amplificacidé per la reaccié en
cadena de la polimerasa (PCR), les regions variables
corresponents a les cadenes pesants i lleugeres d’'un anticés
monoclonal muri amb activitat anti-ganglidsid GD3 en vectors
d'expressié en E.coli. Aquests vectors contenen les regions
constants humanes gamma 1 i kappa i, per tant, els bacteris
produiran el fragment Fab de l'anticds quiméric.

Introduccid

Els anticossos monoclonals produits contra determinats
antigens poden ser utilitzats en terapia contra el cancer.
Els anticossos monoclonals murins presenten perd alguns
inconvenients com sén la seva immunogenicitat (resposta
anti-globulina contra 1'anticos subministrat) en humans i la
seva poca capacitat, en molts casos, d’activar convenientment
les funcions efectores (citotoxicitat) (1).

La produccciéd d'anticossos humanitzats, on la part
variable prové de l’'anticds muri i la part constant correspon
a una immunoglobulina humana, solventa aquests problemes. A
més a més, molts dels hibrids produeixen anticossos especi-
fics, perd son de 1l'isotip menys interessant: 1'IgM. La
tecnologia molecular permet produir anticossos monoclonals
de 1'isotip que més interessi. L’'IgGl humana s'ha demostrat
(2) com 1'isotip més efectiu com a mitjanger de la citotoxi-
citat ( cel.lular o activant el complement).

Les regions variables de la cadena pesant i lleugera de
l'anticos 136 2A10 han estat amplificades per PCR utilitzant
"primers" especifics que introdueixen llocs de restriccid
adients per a dur a terme el posterior clonatge en els
vectors d'expressio.

Material i métodes

Es treballa amb l’'’anticdés monoclonal muri anomenat 136
2A10 prodult en el nostre laboratori després d’una fusié de
cel.lules de melsa de ratoli %mmunitzat amb les cél.lules de
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melanoma WM-164 amb la linia de mieloma muri HLI-Friendly
Aquest anticds monoclonal, de 1'isotip IgM, presenta una alta
afinitat pel GD3 i una gran reactivitat contra cél.lules de
melanoma humanes.

Es prepara 1'ARN (3) i 1’ADNc de primera cadena (4)
utilitzant un oligonucledtid dT,; com a "primer".

Es van dissenyar un conjunt de "primers" per amplificar
les regions variables murines de les cadenes pesants |
lleugeres. Aquests "primers" (Taula 1) van ser dissenyats per
tal de que hibridessin en les regions estructurals 1 i 4
(FR1 1 FR4) d'ambdues cadenes (5 i 6). Aquests oligonucleo-
tids van ser sintetitzats en un sintetitzador Applied
Biosystems 391 i purificats mitjangant una cromatografia en
fase reversa utilitzant un Cig:

Per a 1'amplificacié

R = YHI1IFOR2 (32- ] H
brid ARN-ADNc, 50 pmol de 5._mm“cm*‘af;c‘”ccmchccc‘3_

|

mitjangant la PCR, es va ‘9rimera’ osdena peesnt ‘
utilitzar una barreja de |,,,srcx (22-mer) Patl: |
reaccié de 100 pl que con- 5'- AGGT(C/GHA/CIAIA/GICTACAQ(C/T) [
tenia: 0,5 o 1 pul de 1l'hi- ARTEAE IS - J
]

|

cadascun dels "primers" 3’
i1 5', 200 uM de cada dNTP, ‘2rimers’ gadena Ileugera |
10 mM Tris -HCl pH 8,3, 50 | VK2BACK (24-mer) 8ac 1.

mM KCl, 1,5 mM MgCl, i 2 U ®'-@ACATT@AGCTCACCCAGTCTCCA -3 -'

de Taq polimerasa (Cetus). "‘;?gcgﬁ.‘{;’;’a’d&ammmccc_3,
Les mostres es sotmeteren

a 25 cicles (94°C 1 min,
60°C { min, I72'C 1 min) tavlas 1

després d'una des-

naturalitzaciéd inicial a

98°C durant 5-10 min utilitzant un bloc térmic programable,
Una desena part del producte de la PCR va ser analitzada en
un gel al 2% d’agarosa.

Es van utilitzar dos vectors capagos d’expressar el
fragment Fab en E.coli basats en el pUC 18 (7). El vector
FVHD1.3II va ser dissenyat per a clonar les regions variables
de les cadenes pesants, mentre que el FVKD1.3II ho va ser per
a rebre les regions variables de les cadenes lleugeres
(Figura 2). Els vectors contenien la seqiéncia pel peptid
senyal Pel B (8), un lloc de clonatge miltiple i la seqiiéncia
codificant pel fragment Fd de 1'anticés D1.3 (9 i 10). El
vector per a les cadenes pesants contenia la regidé constant
CH1 de la gamma 1 humana (11). El vector per a les cadenes
lleugeres contenia la regid constant kappa humana integra
(12 )

Els productes resultants de la PCR foren purificats i
digerits exhaustivament amb els enzims adients (Pstl i BstEII
per als productes de la cadena pesant i SacI i Xhol per els
productes de la cadena lleugera). Els productes de la PCR
digerits i purificats foren cl?;ats en els vectors que també
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havien estat digerits |
i purificats. Els pro- |

ductes de la 111'3&5&3 [ Vectors d'expressié en E.coli (1gG1) I
cadenes pesants i |

lleugeres, van ser g B

introdiiits en cel.- | £oe 8§ £ ,nogi 38ncayon

lules FE.coli TGl per | _____ T
electroporacid. Les I \».——-——'—"'
dues genoteques (FVH i
FvL) es van crivellar |
utilitzant la  PCR !
(13 ) De diversos | -
clons recombinants es |

va preparar el DNA

plasmidic de doble ~2 9 Fvk D13 X nc. 3
cadena (14) i es va __-__._
seqlienciar wutilitzant ‘ —
el métode de la ter- |
minacid per dideoxi- | Fvk Dt 3
nucleodtids (15). F

! e

Figura 2

Resultats i discussié

La figura 4 mostra el resultat d'una amplificacié mit-
Jangant la PCR. Els productes corresponents a les regions
variables van ser al voltant de 300 Pb, mentre que en
amplificar el fragment Fd es van obtindre bandes de 700 pb.

Figura 3: Analisi elec-
troforética dels productes
de la PCR en gel d’'agarosa
al 2X. Carrers 1 i 11:
marcador 1Kb. Carrer 2
control positiu (500 pb).
Carrils 3 a 5 amplificacié
del fragment Fd: blanc i
cadena pesant respectiva-
ment. Carrers 7 a 9 am-
plificacié de les regions
variables: blanc, cadena
pesant i cadena lleugera.
Carrer 10: marcador X174-
HaelIlIlI.

Figura 3

En la PCR, la rampa de temperatura entre els passos d'hibri-

dacidé i extensidé de la cadena va ser allargada fins a 2,5
80
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seg/'C, mentre que en els altres passos del cicle el canvi de
temperatura per a passar d’una a altre fou de 0.5 seg/"'C.
Aquest fet, juntament amb una temperatura d’ hibridacié
elevada (60°C), millora 1la fidelitat de la unié dels
"primers” i disminui els errors de la polimerasa.

Després de 1’amplificacié els fragments resultants van ser
purificats, ja que l'exces de "primers" dificulta enormement
l'activitat de les endonucleases de restriccid i disminueix
l'eficiencia del clonatge. Aixi mateix, fou necessari després
de les digestions tornar a purificar els productes d'interés.

L'eficiencia de transformacié utilitzant cél.lules TG1 i
electroporacié fou de 5x10%. Es prepara el DNA plasmidic de
diversos clons positius, segqiienciant-ne uns quants per a
poder detectar possibles errors introduits per la Tagq
polimerasa. Per a la cadena pesant no s'obtingué cap clon amb
la seqiiéncia completa de la regié variable, indicant la
presencia de dianes internes per als enzims PstI o BstEII.
Per tal de clonar tota la seqiiéncia corresponent al fragment
variable de la cadena pesant, el producte de la PCR amb
extrems roms fou clonat en pUC18-Smal.

La seqiiéncia codificant pels amminodcids de les regions
variables de les cadenes pesants i lleugeres de l'anticos
1362A10, fou comparada amb altres regions variables murines
i classificades segons Kabat (16). La regid variable de la
cadena pesant correspon al grup muri IIA, presentant en les
regions estructurals una elevada homologia amb les seqliéncies
consensus. La regié variable de la cadena lleugera té
l'estructura d'una cadena kappa murina del grup VI.
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