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La humani t z ac i o d ' anticossos monoclonals murins mi t j a nc an t
1a creaci6 d'anticossos quimerics murins-humans, mi110ra 1a
possibilitat de que aquests puguin ser uti1itzats com agents
terapeutics efectius en la terapia del cancer.

S'han clonat, d e s p r e s d'una amp Li f i c ac i o per la reacci6 en
cadena de la polimerasa (PCR), les regions variables
corresponents ales cadenes pesants i lleugeres d'un anticos
monoclonal muri amb activitat anti-gangliosid GD3 en vectors
d'expressi6 en E.coli. Aquests vectors contenen les regions
constants humanes gamma 1 i kappa i, per tant, els bacteris
produlran el fragment Fab de l'anticos quimeric.

Introduccio

Els anticossos monoclonals p rodu r t s contra determinats
antigens poden ser utilitzats en terapia contra el cancer.
Els anticossos monoclonals murins presenten pero alguns
inconvenients com son la seva immunogenici tat (resposta
anti-globulina contra l'anticos subministrat) en humans i la
seva poca capacitat, en molts casos, d'activar convenientment
les funcions efectores (citotoxicitat) (1).

La produccci6 d'anticossos humanitzats, on la part
variable prove de l'anticos muri i la part constant correspon
a una immunoglobulina humana, solventa aquests problemes. A
mes a mes, molts dels hibrids produeixen anticossos especi
fics, pe r o son de l'isotip menys interessant: l'IgM. La
tecnologia molecular permet produir anticossos monoclonals
de l'isotip que mes interessi. L'IgG1 humana s'ha demostrat
(2) com l'isotip mes efectiu com a mitjanc;er de la citotoxi
citat ( cel.lular 0 activant el complement).

Les regions variables de la cadena pesant i lleugera de
l'anticos 136 2A10 han estat amplificades per peR utilitzant
primers especifics que introdueixen llocs de restricci6

adients per a dur a terme e L posterior c Lo n a t.g e en els
vectors d'expressi6.

Material i metodes

Es t r e b a l La amb l' an t i c o s monoclonal muri anomenat 136
2A10 prodult en el nostre laboratori despres d'una fusia de
cel.lules de melsa de ratoli immunitzat amb les cel.lules de
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melanoma WM-164 amb la linia de mieloma muri HLI-Friendly .

Aquest anticos monoclonal, de l' isotip 19M, presenta una alta
afinitat pel GD3 i una gran reactivitat contra cel.lules de
melanoma humanes.

Es p r e pa r a l' ARN (3) iI' ADNc de primera cadena (4)
utilitzant un o Li g o nuc l e c t i d dTt8 com a "primer".

Es van dissenyar un conjunt de "primers" per amplificarles regions variables murines de les cadenes pesants 1
lleugeres. Aquests "primers" (Taula 1) van ser d i s s e n y a t s pertal de que hi bridess in en les reg ions estructural s 1 i 4
(FRI i FR4) d'ambdues cadenes (5 i 6). Aquests oligonucleotids van ser sintetitzats en un sintetitzador Applied
Biosystems 391 i purificats mitjan�ant una cromatografia en
fase reversa utilitzant un Cts'

r-------------------------------------�
Per a l' ampLi f i c ac i o

mi t j aric an t la PCR, es va

util i tzar una barreja de
reaccio de 100 �l que con

tenia: 0,5 0 1 �l de l'hi
b r i d ARN-ADNc, 50 pmol de
cadascun dels "primers" 3'
i 5', 200 �M de cada dNTP,
10 mM Tris -HCl pH 8,3, 50
mM KC1, 1,5 mM MgC12 i 2 U
de Taq polimerasa (Cetus).
Les mostres e a sotmeteren
a 25 cicles (94'C 1 min,
60'C 1 min, 72'C 1 min) taula 1despres d'una des
naturalitzacio inicial a

98'C durant 5-10 min utilitzant
Una desena part del producte de
un gel al 2% d'agarosa.

°Qcjm.r.- old'OI p •• ant

VM1BACK (22-me,) Patl,
S'- AGGT(C/G)(A/C)A(A'/G)�(C/T)

AGTC(AIT)GG - 3'

VM1FOA2 (320m.,) Ba' Ell.
5' - TG AGQ ACClGTGACCGTG GTCCCT TGG CCC Co 3'

"Rcimer,· o,d,o. I/augera
VK2BACK (24-m.,) Sao I.

S' - G ACAT T�ACCCAGTCTCCA - 3'

VKFOA (24-m.,) x e e I.
6' -CCGT TTCAG�CT TGGTCCC 0 3'

un bloc termic programable.
la PCR va ser analitzada en

Es van utilitzar dos vectors capa�os d'expressar el
fragment Fab en E.coli basats en el pUC 18 (7). El vector
FVHD1. 311 va ser dissenyat per a clonar les regions variables
de les cadenes pesants, mentre que el FVKDl.31l ho va ser per
a rebre les regions variables de les cadenes Ll e ug e r e s
(Figura 2). Els vectors contenien la s e qu e nc i a pel pe p t i d
senyal Pel B (8), un lloc de clonatge multiple i la seqUenciacodificant pel fragment Fd de l'anticos D1.3 (9 i 10). El
vector per ales cadenes pesants contenia la regia constant
CHI de la gamma 1 humana (11). El vector per ales cadenes
l Le u g e r e s contenia La regia constant kappa human a integra
( 12 ) .

Els productes resul tants de I a peR foren puri ficats i
d i g e r i t s exhaustivament amb els enzims adients (Pstl i BstEll
per als productes de la cadena pesant i Sac1 i XhoI per els
productes de I a cadena lleugera). Els productes de la PCR
digerits i purificats foren clonats en els vectors que tambe
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havien estat d i g e r i t.s
i purificats. Els pro
ductes de la Ll i g as a ,

cadenes pesants i
Ll e ug e r e s , van ser

introdliits en cel.
lules E. col i TGl per
electroporacio. Les
dues genoteques (FVH i

FvL) es van crivellar
utilitzant la PCR
(13). De diversos
clons recombinants es

va preparar el DNA

p1asmidic de doble
cadena (14) i es va

seqlienciar utilitzant
el me t o de de I a ter
minacio per dideoxi
nu c Le o t i d s (15).

Resultats i discussi6

Vectors d'expressi6 en E.coli (lgG1)
=
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Figura 2

La f' i g u r a 4 mostra e1 resultat d'una amp l Lf' i c ac i c mit
jan9ant 1a PCR. E1s productes corresponents a les regions
v a r iab1es van ser a I vol tant de 300 pb , mentre que en
amp1ificar e1 fragment Fd es van obtindre bandes de 700 pb.

Figura 3: Ana1isi elec
troforetica dels productes
de la PCR en gel d'agarosa
a I 2%. Carrers 1 i 11:
marcador 1Kb. Carrer 2
control posi tiu (500 pb).
Carrils 3 a 5 amplificacio
del fragment Fd: blanc i
cadena pesant respect iva
ment. Carrers 7 a 9 am

p Li f i c a c i o de les regions
v a r iables: blanc, cadena
pesant i cadena lleugera.
Carrer 10: marcador Xl74-
HaeIII.
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En la PCR, la rampa de temperatura entre els passos d'hibri
dacio i extensio de la cadena va ser allargada fins a 2,5
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seg/'C, mentre que en els altres passos del cicle e1 canvi de
temperatura per a passar d'una a a1tre fou de 0.5 seg/·C.
Aquest fet, juntament amb una temperatura d '

hibridaci6
e1evada (60'C), millora la fidelitat de la uni6 dels
"primers" i disminui e1s errors de la polimerasa.

Despres de l'amplificaci6 els fragments resultants van ser

purificats, ja que l' exces de "primers" d i ficul t a enormement
l'activitat de les endonucleases de restricci6 i disminueix
l'eficiencia del clonatge. AIXi mateix, fou necessari despres
de les digestions tornar a purificar els productes d ' .i n t e r-e s .

L'eficiencia de transformaci6 utilitzant cel.lu1es TGI i
electroporaci6 fou de 5xl08• Es prepara el DNA p1asmidic de
d i v e r s o s clons positius, s e qile nc i an t+ne uns quants per a

poder detectar possibles errors introdults per la Taq
polimerasa. Per a la cadena pesant no s'obtingue cap cIon amb
la sequencia completa de La r e g i o variable, indicant la
presencia de dianes internes per als enzims Pstl 0 BstElI.
Per tal de clonar tota 1a sequencia corresponent al fragment
variable de I a cadena pesant, el producte de la peR amb
extrems roms fou clonat en pUC18-Smal.

La sequencia codificant pels amminoacids de les regions
variables de les cadenes pesants i lleugeres de l' a n t i c o s

1362AI0, fou comparada amb altres regions variables murines
i classificades segons Kabat (16). La regi6 variable de 1a
cadena pesant correspon al grup muri IIA, presentant en les
regions estructurals una elevada homo Lc g i a amb les s e q u e n c i e s
consensus. La regi6 variable de la cadena lleugera te
l'estructura d'una cadena kappa murina del grup VI.
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