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| Clonaje de RNA mensajero de linfocitos B.
¢ Una nueva tecnologia para obtener anticuerpos monoclonales?
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La obtencién de anticuerpos monoclonales estaba restringida a aquellas especies en las que
se han encontrado mielomas (ratén y rata), pero recientemente se estd poniendo a punto un
nuevo método para la obtencién de reactivos monaoclonales de cualquier especie animal. Este
método se basa en el aislamiento de los RNA mensajeros de una poblacién de linfocitos
originados en un animal hiperinmunizado y su clonaje en bacterias por métodos de ingenieria
genética. Para el clonaje se usan fagos, lo que permite manejar RNA de alto peso molecular.
Se pueden clonar las regiones variables de las dos cadenas de inmunoglobulinas (pesada y
ligera) por separado y después combinar la informacidn en un mismo vector para que la
molécula de anticuerpo completa se autoensamble enla bacteria. Este nuevo método, aunque
todavia muy inexplorado, es mds sencillo que el tradicional ya que se manejan bacterias y no
células, permite la generacion de miles de regiones variables de anticuerpos envez decientos
y aumentard |a pureza de la produccién a gran escala.

Obternicién de anticuerpos
monoclonales por fusién
de células

Los anticuerpos monoclonales se
producen por cultivo in vitro de una
célula hibrida, originada mediante la
fusion in vitrode los linfocitos produc-
tores de anticuerpos y células de
mieloma. Esta célula hibrida llamada
hibridoma, origina al crecer una po-
blacion de células idénticas, llama-
das clon, que produce un-tnico tipo
de anticuerpo, por lo que este anti-
cuerpo se denomina monoclonal.
Cada anticuerpo tiene regiones va-
riables (Fab) y regiones comunes o
constantes (Fc).

Los anticuerpos monoclonales se
utilizan ya en diagndsticos en hospi-
‘tales y en medicina veterinaria, susti-
tuyendo a los anticuerpos policlona-
les o antisueros, que se venian utili-
‘zandotradicionalmente en diagndsti-
co clinico. Asi.mismo, se estan apli-
cahdo en otras éreas, debido princi-

' palmente a que son més reproduci-

- bles que los anticuerpos policlonales

producidos por el método convencio-
nal, que depende de la variabilidad
del animal, son mas especificos y de
mayor pureza que las mezclas de
anticuerpos que se producen segun
los métodos convencionales, y no es
necesario obtener o purificar el anti-
geno cadavez que sequierepreparar
un anticuerpo monoclonal, al contra-
rio que en los métodos convenciona-
les. El hibridoma puede conservarse
por congelacién.

Aunque bién experimentado y
refinado durante los Gltimos 15 afios,
el método de obtencién de-anticuer-
pos monoclonales sigue constituyen-
do una inversion importante de es-
fuerzo debido pricipalmente a que el
manejo de células, en especial su
clonaje, es trabajosoy lleva bastante
tiempo. Ademds, no se vislumbra la
posibilidad tecnolégica de un escala-
do sencillo basédndose el actual en la
produccion de ascites enraton, meto-
do que ademas no contribuye a

- mantenerla purezatan costosamen-

te obtenida.
Los métodos actuales para- la
generacioén de anticuerpos con espe-

cificidad monoclonal son capaces de
producir unos pocos cientos de anti-
cuerpos contra un relativamente
pequefio determinante, tal como el
dinitrofenol; mientras que se estima
en unos 10¢ los diferentes clones de
linfocitos B existentes con esa espe-
cificidad en el animal hiperinmuniza-
do.

Teéricamente se podria clonar y
expresar cualquier anticuerpo a partir
del RNA mensajero de unbazode un
animal hiperinmunizado si no fuera
por el hecho de que los anticuerpos
estan formados por dos cadenas
codificadas en genes separados,
siendo este el principal obstaculopara
esta tecnologia.

Actualmente se esta desarrollan-
do un método para construir librerias
genomicas humanas, de raton, o de
cualquier especie conteniendo las
regiones variables de los anticuerpos
mediante el uso de vectores de fago.
Cada placa de la libreria puede ex-
presarlas cadenas pesadasoligeras
de los fragmentos Fab. Cuando se
coexpresan enuna unica bacteria, la
cadena pesada y la ligera forman
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fragmentos Fab completos que pue-
den seleccionarse de los clones por
su capacidad de reconocimiento de
los antigenos adecuados.

Obtencién de anticuerpos
monoclonales por
DNA recombinante

Inicialmente los esfuerzos se han
dedicado a clonar y expresar las
regiones variables de los anticuer-
pos. Para ello se han generado frag-
mentos de DNA con sitios de restric-
cién incorporados a cada extremo
para que los fragmentos puedan ser
luego insertados en un vector de
expresién en E. coli con su correcta
orientacion de lectura y posicién de
tripletas. Elclonaje de los fragmentos
de DNA de la region variable a partir
del RNA de hibridomas a través de
las polimerasas termoestables de
DNA (PCR) introduciendo sitios de
restricciéon se habja ya efectuado
cuando se abordd la misma tecnolo-
gia a partir del RNA mensajero de
células de bazo. La diversidad de
estos RNA mensajeros planteé nu-
merosos problemas para el disefiode
los primers especificos, aunque final-
mente sepudieronresolver utilizando
mezclas de primers correspondien-
tes a las regiones constantes que
flanquean las regiones variables de
varias ‘clases de inmunoglobulinas
cuyas secuencias se conocen para el
ratén y el hombre.

Las ventajas del clonaje en E. coli

comparado con el clonaje en mielo-
mas pueden resumirse asf:

» Granconocimientode su genética
y existencia de multitud de cepas
distintas.

+ Crecimiento rapido, sencillo, eco-
ndémicoy escalable por fermentacion.
Eliminacién del uso de ratones para
el escalado.

‘Existencia de operones facilmen-
te inducibles.

‘Capaz de secretar proteinas al
medlo de cultivo, facilitando su recu-
peracnén :
ot Capacndad de expresar y ensa-
blar las proteinas eucariéticas inclu-
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yendo la formacion de puentes disul-
furo.
+ Eliminacidn de los cultivos celula-
res siempre laboriosos y problemati-
CoS.

El fago lambda se eligié como
vector debido a que el empaquetado
in vitro del DNA es el medio més
eficiente paraluego reintroducir DNA
en las bacterias, es posible detectar
la expresioén de proteinas en las pla-
cas producidas por el fagoy la selec-
cién tiene menos dificultades con
fondos no especificos. Otros vecto-
res alternativos, tales como los plas-
midos, tienen la ventaja de una mayor
facilidad de andlisis delos clonesuna
vez identificados. Esta ventaja no se
pierde debido al uso de un vector es-
pecial (lambda Zapll) que es capaz
de escindir un plasmido interno des-
pues de la infeccidn con fagos resca-
tadores.

Para producir librerias de expre-
sién de anticuerpos en fagos se dan
los siguientes pasos (Fig. 1):

1. Aislamiento del RNA mensaje-
ro de linfocitos de bazo o ganglios de

animales hiperinmunizados con et -

antigeno de interés.

2. Amplificacién de los segmentos
variables con PCR y transformacién
del RNA en cDNA con transcriptasa
reversay en DNA de doblebandacon
DNA polimerasa.

3. Clonaje enfagode los segmentos
variables de las cadenas pesada y
ligera por separado.

4. Construccién de DNA llevado
cadenas pesaday ligera.

5. Infeccion de E. colicon fagos lle-
vando cadenas pesada y ligera y
aislamiento de fagos expresando
ambas cadenas.

Detalles de la construccion
de los vectores

Los vectores se construyeron para
clonar eficientemente los productos
de la amplificacion PCR de las regio-
nesvariables con sitios de restriccién
incorporados acadauno delos extre-
mos. Las secuencias usadas para
construir los vectores incluyen ele-
mentos para la construccién, expre-
sién y secrecion de los fragmentos
Fab clonados (Fig. 2). Estos oligonu-
cledtidos introducen sitios asimetri-
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Fig. 1 Esquema de la obtencion de anticuerpos monoclonales por ;
clonaje de los RNA mensajeros procedentes de lmfocntos hlperm-
munizados utilizando fagos como vectores : s
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cos de restricciéon para facilitar la
incorporacion en la orientacién de
lectura correcta, un péptido con la
informacion necesaria para que E.
coli secrete la proteina clonada, un
sitio de ligamiento del ribosoma colo-
cado a la distancia 6ptima para la
expresion del gen clonado, sitios de
restriccion para introducir los produc-
tos de amplificacién del PCR y ade-
mas se puedeincorporarun fragmen-
to marcador {decapéptido) para el
cual existan anticuerpos monoclona-

les que faciliten la purificacién de la -

proteina de fusién por columnas de
inmunoafinidad.

La libreria se construye en dos
pasos. En el primer paso se constru-
yen librerias independientes para la
cadena pesada y ligera, respectiva-
mente. En el segundo paso, las dos
librerias se combinan al azar utilizan-
do sitios de restriccién antisimétricos
situados en cada vector. La libreria
resultante coexpresa una cadena
pesada y otra ligera con combinacio-
nes al azar no necesariamente refle-
jando las combinaciones existentes
en el repertorio de linfocitos B. El
tamafo de las librerias de cadenas
pesadas fue de unos 10° clones, de
los que el 80% expresaban el deca-
péptido utilizado como marcador. La
libreria de cadenas ligeras contenia
unos 2x10%clones de los que el 60%
expresaban cadenas ligeras. La li-
breria obtenida a partir de DNA con-
teniendo cadenas H y L (solo los fa-
gos que reciben las dos cadenas son
viables) contenia unos 3x107 clones.
Del examen de 500 de estos ultimos
fagos recombinantes aproximada-
mente el 60% coexpresaron Hy L.

Para ver si las librerias contenian
fagos expresando fragmentos con
capacidad ligadora del antigeno, se
seleccionaron 90.000 clones de H 6
de L y se confirmé que no erancapa-
ces de ligar antigeno, miehtras que
de 10° clones.con H + L, 100 clones
especificamente ligabanantigenocon
costantes de afinidad en el rango nM.
Para caracterizar los productos pro-
teicos se utiliza un fago rescatador
que escinde los genes conteniendo H

Fig.2 Vectores de expresién de cadenas ligeras (L) y pesadas (H) y
su combinacién (H, L). (3, promotor Lac Z; ®, secuencia de ligamiento del ri-
bosoma; A, secuencia marcadora; X, codén de terminaci6n; B, secuencia del péptido

secretor)

+ L. El producto obtenido tenia un
peso molecularde 50 KDa (2 bandas

. de 25 KDa) y era reconocido en ELI-

SA é inmunoblotting como Fab.

El tamafo de la libreria depende
del limitado numero de primers que
se utilizen para la PCR; loque no es
una limitacién del método ya que la
utilizaciéon de un mayor nimero de
primerspuede amplificar las regiones
variables de los anticuerpos de cual-
quier clase o subclase.

Es posible aumentar estos rendi-
mientos si se usa el método una
segunda vez, es decir, recombinar el
DNA de un clon que ligue antigeno
con las librerias HO L.

Los métodos de seleccion actua-
les, tal y como se encuentra esta
tecnologia, son ya bastante podero-
sos, permitiendo la seleccion de pro-
ductos génicos de unos 50.000 clo-
nes por placa, por lo que 10° - 107
anticuerpos pueden ser examinados
enundia. Sin embargo, métodos aun

“mas poderosos podrian llegar a des-

arrollarse por medio de selecciones
positivas. Por ejemplo, incorporando
enelantigenogrupos necesarios para

lareplicacion de cepas auxotroficas o

utilizando sustancias toxicas suscep-
tibles de inactivacion por los clones
recombinantes.

Conclusiones

Hasta ahora solo se han puesto a
punto métodos para obtener las re-
giones variables en forma de Fab
monoclonales, Mientras que para
algunas aplicaciones estos Fab pue-
den ser suficientes e incluso mejores
que el anticuerpo completo (biosen-
sores, diagnéstico, etc.) para otros se
necesitara la parte Fc. La tecnologia
para extender la zona variable de la
cadena H y expresar su glicosilacién .
en células ya existe, aunque esta
todavia endesarrollo. Losdatos hasta
ahora publicados invitan incluso a
especular que en un futuro, quiza no
tan lejano, los anticuerpos puedan
disefiarse y fabricarse sin el uso de
animales vivos, através de los méto-
dos de sintesis de oligonucledtidos y
de la ingenieria genética. ¢ Sustituird
estatecnologiaalos hibridomas?. Es
muy probable, pero solo el tiempo lo
dira. ®W ‘
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