Anticuerpos monoctonales contra el EGIEF

rol en la angiogénesis y en la regeneracion nerviosa y de tendones (Cohen, 1987,
Elliot, 1980; O” Loughlin et al., 1985; Goldsmith, 1983 y Tsutsumi et al., 1930).

El EGF humano y ¢l agente antiscerctorio conocido como urogastrona son idénticos
y presentan una fucrte homologia de secuencia con ¢l EGF de raton, de forma tal que
37 de los aminodcidos son iguales, con tres puentes disulfuro localizados cn las mismas
posiciones relativas; mds aiin, solo dos de los 16 aminodcidos no homélogos no pueden
ser interconvertidos por un simple cambio de base en los tripletes del codigo genético
(Harper ef al., 1987).

Como ¢s de csperar, ¢l EGF dc ratéon ¢s reconocido por el receptor de EGF
presente cn las células humanas, y sus actividades bioldgicas son casi indistinguibles
(Cohen, 1987).

Tenicndo en cuenta los datos recientes que indican la utilidad potencial del EGF
humano como medicamento para la cicatrizacion de heridas (Van Brunt y Klausner,
1988), v los ensayos ¢n curso que cvalian al EGF como posible agente antitumoral
(Fonscca ef al., 1989), nosotros hemos trabajado en nuestro Centro en la obtencion de
anticucrpos monoclonales (AcM) con vistas a su emplco en la construccidn de
inmunoensayos analiticos para el seguimicnto del proceso de produccion de la molécula
rccombinante.

Estos ensayos son complementarios a los andlisis de radiorreceptores que
cominmente s¢ emplean para la evaluacion final de la actividad biologica de los lotes
producidos (Macias et al., 1985).

Los inmunocnsayos para EGF pucden también ser usados para estimar la
concentracion de EGF cn fluidos y tejidos, durante ensayos preclinicos y clinicos con esta
molécula; de hecho, algunos autores han reportado recientemente los datos de las
concentraciones de EGF cn saliva, suero, leche, orina, etcétera (Connolly y Rose, 1988;
Pesonen ef al., 1987; Hirata ef al., 1980; Hirata et al., 1982 y Joh et al., 1986).

Estos AcM también pueden ser empleados cn técnicas inmunohistoquimicas para la
deteccion de las células que expresan el receptor de EGF, aprovechando la presencia del
ligando cn la superficic celular.

En cste articulo reportamos la obtencion de AcM que reconocen EGF humano
recombinante (thEGF) y EGF murino natural. Se presentan también los primeros
resultados obtenidos en la construccidon de radioinmunoensayos v ensayos
inmunoenzimaticos tipo ELISA con estos AcM.

MATERIALES Y METODOS

Antigenos

El rhEGF, producido en levadura, y los interferones recombinantes humanos @2b y y («-IFN, y-IFN),
producidos en bacterias, fueron suministrados por la Planta Piloto/Division de Produccion del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia, con un alto grado de pureza. El EGF natural de ratén fue
suministrado por el Departamento de Bioquimica Tumoral del Instituto Nacional de Oncologia y
Radiobiologia.

Inmunizacion

Hembras BALB/c, de peso corporal entre los 22-24 g, se inmunizaron por via subcutdnea (s.c.) e
intraperitonealmente (i.p.), con un total de 20 pg de rhEGF por dosis, en los dias 0, 7y 21 (la primera dosis
con adyuvante completo de Freund y las restantes con adyuvante incompleto): una semana despucs de la
dltima dosis se estimd el titulo de anticuerpos de los animales (ver mds adelante), y los escogidos se
inocularon (i.p.) con 50 pg de rhEEGF en solucion salina tamponada con fosfatos (SSTE), pll 7.2, tres dias
antes de la fusién.
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Fusion, cultivo y clonacion de hibridomas

Las células espiénicas se hibridaron en proporcién 10:1 con las lineas Sp2/0-AG-14 (Shulman et al.,
1978), o P3/x63-Ag8-653 (Kearney eral, 1979), a temperatura ambiente, mediante fusién con
polictilenglicol 1450 (Sigma) al 45 %. Los detalles de la técnica aparecen en publicaciones previas
(Gavilondo er al., 1988).

Las células se sembraron a 1,0 millén/ml en medio selectivo HAT, conteniendo 3 % de sobrenadante de
células endoteliales humanas (HECS, Astaldi et al., 1980), a raz6én de 100-150 W1 por cada pozo, en placas
de microtitulacion (Costar No. 3596).

. Luego de 10 dfas, la aminopterina se retird progresivamente del medio de cultivo y los sobrenadantes
se ensayaron para la presencia de anticuerpos especificos cuando las células cubrieron aproximadamente
2/3 del drea de cultivo.

La clonacién de los hibridomas de interés se realizé por dilucién limitante. Para la expansién de los
clones con vistas a su inoculacién a animales y la cosecha de sobrenadante rico en anticuerpos, las células
se cultivaron en suspension en frascos spinner de 2 litros (Bellco).

Ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA para la detecciéon de anticuerpos especificos
para rhEGF

Para la determinacion de la actividad de los sueros de ratones, los sobrenadantes de los cultivos de
hibridomas y los anticuerpos purificados, s¢ empleé un sistema inmunoenzimdtico tipo ELISA indirecto,
donde las placas se recubrieron con 10 wg/ml de rhEGF, tal como se describe en otras publicaciones
(Duarte er al., 1987).

S¢ emplearon como controles negativos los sueros de ratones no inmunizados, otros AcM de diferente
especificidad -en forma de sobrenadante o purificados-, asi como antigenos diferentes al EGF en ¢l
recubrimiento (-1FN. ¥-IFN y seroalbumina bovina). Fn el caso del tamizaje primano de los hibridomas.
se consideraron secretores de anticuerpos especificos 1os cultivos cuyos sobrenadantes arrojaron valores de
absorbancia tres 0o mas veces superiores a las medias de los controles negativos. en tres pruebas
consecutivas de ELISA con rhEGF (con 48 horas de intervalo), y que no reaccionaban con los antigenos no
relacionados.

Radioyodacion del rhEGF

El thEGF y el EGF de rat6n fueron marcados con 125-Yodo (Amersham) siguiendo esencialmente el
método de cloramina-T (Hunter y Greenwood, 1962).

Radioinmunoensayo de fase sélida (RIA-FS) para la deteccion de anticuerpos
especificos para el rhEGF y el EGF de raton

Se recubrieron tiras de pozos de poliestireno (Dynatech) con 10 pg de anticucrpos policlonales anti [gG
de ratén, por mililitro de tampén carbonato-bicarbonato pH 9,6, durante tres horas a 37°C, y los sitios
libres se bloguearon con 2 % de leche delipidizada en tampdn de recubrimiento, por una hora a 37°C.
Se incubaron 100 pl de sobrenadantes de hibridomas durante tres horas a 37°C y después de varios lavados
con 0.05 % Tween 20-agua destilada, se anadié a cada pozo 100 000 ¢cpm de rhEGF o EGF de raion
radioyodados, en tampdn SSTF mds 0.5 % dc leche descremada. Después de cinco horas de incubacién a
lemperatura ambiente, los pozos se lavaron repetidamente y se estimd la radioactividad en un contador
LKB Clinigamma.

Se consideraron con anticuerpos reactivos contra ¢l EGF aquellos sobrenadantes de hibridomas cuyos
valores resultaron tres o mds veces superiores a la media de las lecturas registradas en el caso de los
controles negativos (sobrenadantes de hibridomas secretores de AcM contra otros antigenos).

Ensayo de competencia para los anticuerpos monoclonales

Para la determinacion de la competencia de los AcM por determinantes antigénicos del rhEGF, se siguid
el mismo protocolo descrito en ¢l acdpite anterior, con la diferencia de que 200 | de sobrenadante de cada
hibridoma se incubaron por separado con: (a) una mezcla de 100 000 cpm de rhEGF radioyodado y 200 .l
de un anticuerpo monoclonal de actividad anti-rhIEGF predeterminada, y (b) 100 000 cpm de rhEGF
radioyodado.

El porcentaje de inhibicién de 1a unién de los anticuerpos de cada sobrenadante y el thEGF, se calculé
mediante la férmula:

% de inhibicién = 100 - (C - B)/(H - B) x 10



Anticuerpos monoclonales contra el EGF

donde C son los cpm adsorbidos en la incubacién de la mezcla (a) con cada sobrenadante; H son los cpm
adsorbidos en la incubacién con (b), y B son los cpm adsorbidos en la incubacion del rhEGF radioyodado
con un control negativo (AcM que reconocen otros antigenos).

Determinacion de la subclase de inmunoglobulinas

Se empled la técnica de inmunodifusién radial doble (Ouchterlony y Niclsson, 1978) enfrentando
sobrenadantes de cultivo concentrados diez veces, a un panel de anticuerpos clasificadores (ICN
Immunobiologicals).

Produccién y purificacién de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos

Para la produccion del AcM CB-EGF.2 fueron inyectados i.p. ratones BALDB/c, preinoculados una
semana antes con 0,5 ml de aceite mineral, con tres millones de células. El ascitis se recolectd por puncion
repetida, se clarilicd por centrifugacién, y se eliminaron los lipidos con cloroformo (v/v) antes de la
purificacién. Una vez dializado contra SSTF, ¢l ascitis se diluys con tampén 1,5 M de glicina, 3 M de NaCl
pH 8.9 v se aplicé a una matriz de proteina A Sepharose CL-4B (Pharmacia), cluyéndose como
recomendado por ¢l fabricante (anénimo, 1986). Después de la purificacién, las fracciones se dializaron
contra SSTF, y se ensayaron para su actividad utilizando el ELISA indirccto reportado anteriormente.
Todas las determinaciones de proteina se hicicron como fue descrito por Lowry ¢t al. (1951),y la pureza de
los anticuerpos s¢ estimd por electroforesis en geles de poliacrilamida, empleando sulfato dodecilo de sodio
(SDS-PAGE, Lacmli 1970).

Ein el caso del AcM CB-EGF.1, se parti6 de 1 250 ml de sobrenadante de cultivo, que se precipité con
sulfato de amonio al 50 % y, lucgo de la didlisis, se sometié a la purificacién por proteina A
Sepharose CL-4B, tal como se describié previamente.

Conjugacion de anticuerpos con peroxidasa
Los anticuerpos se conjugaron con peroxidasa de rabano picante (HRP, Sigma, Fraction VI) empleando
el método del peryodato, tal como fuc sugerido por Nakane, 1978).

Produccion de fragmentos F(ab)'2

Para la obtencion de fragmentos F(ab)'2 se empleé el fraccionamiento de la molécula de
inmunoglobulina con papaina segin Mage y Lamoyi (1987). Se emplearon 10 mg de inmunogiobulinas
purificadas y 1 mg de enzima. El producto resultante fue aplicado en una columna de proteina A
Sepharose Cl.-4B (Pharmacia) para separar las moléculas de IgG sin digerir de diferentes fragmentos,
empleando basicamente el protocolo reportado antes.

RIA-FS para la cuantificacion de rhEGF

Se recubricron tiras de pozos de policstireno (Dymatech) con 20 ug de anticuerpo monoclonal
purificado, o fragmentos de anticucrpos, por mililitro de tampén carbonato-bicarbonato, pH 9.6, durante
tres horas a 37°C, y los sitios libres se bloquearon con 2 % de leche delipidizada en tampon de
recubrimiento, durante una hora, a 37°C. Se mezclaron 100 wl de diluciones (1:20-1:200) de las muestras,
con 100 000 cpm de rthIEGF radioyodado, ¢ incubaron por tres horas a 37°C.

Luego de varios lavados con 0,05 % Tween-20 en agua destilada, los pozos se individualizaron ¢
introdujeron en tubos de conteo, para estimar la radioactividad e¢n un contador LKB Clinigamma.

Como controles negativos se emplearon AcM contra ApoB lipoproteinas (Sorell ¢t al. | 1986) como
anticuerpos de "captura” en la fase sélida. También se incluyeron controles de "unién total™ y "radiactividad
total".

Sistema inmunoenzimiitico para la cuantificacion de rhEGF

Se adsorbieron 20 g de anticuerpo monoclonal a placas de poliestircno (Dynatech), por mililitro de
tamp6n de recubrimiento, durante tres horas a 37°C, a razén de 100 pl por pozo. Los sitios libres
remanentes se bloquearon y se afadieron las mucstras a cada pozo, en tres réplicas. Después de su
incubacién durante tres horas a 37°C, las placas sc lavaron extensivamente y se afadié un segundo
anticuerpo monoclonal conjugado con peroxidasa (dilucién 1:1 000 -1:2 000), por una hora, a 37°C. Luego
de estos procedimicnlos, la técnica se desarroll tal como se ha reportado en otras publicaciones (Budd y
Smith, 1986).
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Muestras

Las muestras evaluadas con los sistemas RIA y ELISA fueron preparaciones estdndares de rhEGFE, con
alta pureza, suministradas por la Planta Piloto del Centro, y diluidas (1:50-1:2 000), en SSTF-0.5 % de
seroalbimina bovina.

RESULTADOS
Fusion y ensayos para anticuerpos especificos

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en las dos fusiones realizadas.
La generacion de hibridos de crecimiento estable en las primeras semanas posteriores a
la fusion fue superior en la segunda fusion, micntras que la eficiencia cspecilica resulto
mayor cn la primera. En estas dos fusiones sc emplearon diferentes sistemas de tamizaje
primario de los sobrenadantes de hibridomas.

Tabla 1

RESULTADOS OBTENIDOS EN CADA FUSION (SE EMPLEARON DIFERENTES LINEAS
CELULARES DE MIELOMA)

Frecuencia Lficacia Espectfica
de Hibridizacion (tarmizaje #1) Fficacia Especifica
{a) (h) (tamizaje #2)
Neo. Linea de micloma Total pozos To Pozos con IgG Pozos con IgG
Fl Sp2/0-Ag-14 499 54.5 7 6
F2 P3/x63=Ag8-653 386 75.0 5 5

(a) Numero de pozos con crecimiento de hibridomas/nimero total de pozos.
(b) Nimero de cultivos con produccién de Ac especificos con respecto al nimero total de cultivos con
hibridomas.

A partir de los ensayos de reconocimicnto sc¢ scleccionaron 8 hibridomas (5 de la
primera por ELISA y 3 de la segunda fusion por RIA-FS y RIA-FS de competencia), que
fueron clonados y reclonados hasta alcanzar una homogeneidad de comportamicnto en
al menos el 90 % en los clones, respecto a las prucbas de tamizaje de anticuerpos.

El trabajo sc concentré finalmente en los AcM denominados CB-EGF.1 y CB-EGF.2.
Ambos son de la subclase IgG1 y reconocen sitios diferentes de la molécula, tal como
sugieren los resultados del RIA-FS dc competencia, donde la preincubacion de
CB-EGF.2 con el rhEGF radioyodado no disminuye sensiblemente ¢l por ciento de
enlazamicnto de radioactividad por la fase solida activada con CB-EGF.1 (figura 1).
Por otra parte, los estudios con empleo de EGF de ratén radioyodado demostraron que
el CB-EGF.1 identifica exclusivamente thEGF, mientras que ¢l CB-EGF.2 reconoce
también la molécula murina (figura 2).

Purificacion de los anticuerpos monoclonales

La purificacion del CB-EGF.1 a partir de sobrenadante de cultivo arrojé rendimientos
dc aproximadamente 150 pg/ml, con actividad y pureza adecuadas ()90 %). En la
purificacion del CB-EGF.2 proveniente de fluido ascitico de ratones BALB/c se alcanzo
un rendimiento de 1,3-1,8 mg/ml de ascitis, en varios experimentos.
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CB-EGF.2 CB-EGF.1

FIG. 1. Reconocimiento del EGE humano por los AcM CB.EGF-1 y CB.EGF-2, utilizando el RIA-FS de
compelencia.
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FIG. 2. Ensayo de identificacién del EGF de ratén (radioyodado) por los AcM CB.EGF-1 y CB.EGF-2.
Radioactividad total: 66,395 cpm; control negativo: 367 cpm.
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Cuantificaciéon de rhEGF mediante RIA-FS

La figura 3 mucstra la curva cstandar para rhEGF, que se obticne mediante el RIA-FS
donde los pozos se recubren con ¢l AcM CB-EGF.1.
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FIG. 3. Curva estdandar para la cuantificacién de EGF humano recombinante, utilizando el RIA en fase
sélida. Radioactividad total: 97,834 cpm; unién total: 28,681 cpm; control negativo: 208 cpm.

La sensibilidad del sistema ¢s de 2 ng/ml de rthEGF y su limite superior de deteccion
confiable es de 300 ng/ml. Los coeficientes de variacion intraensayos e interensayos, con
este sistema exhibieron rangos de valores entre 3,7 y 114 % y 5,4 y 10,7 %,
respectivamente (tabla 2).

Tabla 2A
PRECISION DEL RIA EN FASE SOLIDA DETERMINADA CON UN ESTANDAR DE EGF HUMANO
RECOMBINANTE
Concentracién de EGF Coeficiente de variacién Cocficiente de variacién
(ngfml) Intraensayo (%) (n=4) Interensayo (%) (n=3)
300 114 10,7
150 (a) 10,0 10,5
75 9,1 8.9
375 9,0 94
19 6,1 75
95 3,7 8,0
42 51 54
21 51 6,2

n: Nimero de réplicas analizadas en cada ensayo, o nimero de ecnsayos independientes; (a) = valor que
corresponde aproximadamente con ¢l 50 % del valor maximo de radioactividad.
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Tabla 2B

REPRODUCIBILIDAD INTERENSAYO PARA EL RIA EN FASE SOLIDA, ESTIMANDOSE
LA CONCENTRACION DE EGF HUMANO RECOMBINANTE EN MUESTRAS PROVENIENTES

DEL PROCESO DE PURIFICACION DE DICHA MOLECULA

Concentracion (a)

estimada de rhEGF Coeficiente de variacién
Numero de muestra (Lg/ml) (%6}
1 85 + 03 23
2 386 + 1.2 25
3 670 * 23 52
4 1735 = 99 8,0
5 2557 x 225 2.8

(a) Determinada por extrapolacion sobre una curva estdndar simultdnea; valores expresados como media y

desviacién estdndar de tres ensayos independientes.

ELISA "sandwich" para la cuantificacién de EGF

El sistema ELISA disenado utilizé el AcM CB-EGF.1 conjugado con peroxidasa,
como anticucrpo de revelado, y el CB-EGF.2 como anticuerpo de captura. La figura 4
muestra la curva estdndar resultante; la sensibilidad del método es de 6 ng/ml, con un

valor maximo de deteccidn correspondiente a 125 ng/ml.
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FIG. 4. Curva estdndar para la cuantificacién de EGF humano recombinante empleando el ELISA

secuencial,
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Estudios con fragmentos F(ab)’2

Los fragmentos obtenidos a partir del AcM CB-EGF.1 exhibicron un comportamiento
similar a la molécula intacta de IgG, en cuanto a niveles de captura de rhEGF (tabla 3);
estos fragmentos también inhibieron la unién del antigeno al anticuerpo sin fragmentar
(figura 5).

Tabla 3

RECONOCIMIENTO DE LA MOLECULA DE EGF HUMANO POR LOS FRAGMENTOS F(ab)'2 Y
POR LA INMUNOGLOBULINA INTACTA, EMPLEANDO EL SISTEMA RIA-FS

AcM o fraginenios CPM unidos
AcM CB.EGF-1 (20 pg/ml) 83.596
F(ab)'2(10 pg/ml) 34,370
F(ab)'2(20 pg/ml) 65.241
FF(ab)'2(40 pg/ml) 68,205
Control negativo (20 pg/ml) 322
20
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FIG. 5. Curva de identificacion del rhEGF por los fragmentos F(ab)'2 obtenidos.
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DISCUSION

A pesar del bajo peso molecular del EGF y de la alta homologia estructural entre ¢l
EGF de ratén y ¢l EGF humano, los animales inmunizados desarrollaron altos titulos de
anticuerpos, y se pudieron rescatar mediante la fusion celular hibridomas secretores de
AcM de la clase IgGG. Mis atin, se demostré que varios de estos AcM reconocian no solo
¢l EGF humano, sino también el autélogo.

El tamizaje de los hibridomas provenicentes de la primera fusion se realizo mediante
un sistema ELISA indirecto, con el antigeno adsorbido a la fasc solida. Algunos autores
han presentado evidencias sugestivas de que la fijacion directa del antigeno al plastico
pucde afectar algunos determinantes, trayendo como consccucncia la pérdida de
hibridomas positivos cuyos anticuerpos reaccionan con la moléeula no alterada. Aun asi,
nosotros seleccionamos este sistema por su gran sencillez y repetibilidad, basandonos,
ademds, en datos experimentales que sugieren una gran estabilidad cstructural de la
molécula de EGF (R. Pérez, comunicacion personal). En la priclica, este sistema de
tamizaje es adecuado, lo que se demuestra por la seleccion de AcM que, como ¢l
CB-EGF.1, manifiestan un alto reconocimicnto del antigeno también en el RIA-FS, cuyo
principio basico de deteccion es diferente (el antigeno se encuentra en la fase liquida).

Aprovechando esta propiedad del AcM CB-EGF.1, se clabor6é un RIA-FS para la
cuantificacion de rhEGF, con la sensibilidad, repetibilidad y reproducibilidad necesarias
para los propésitos de control de diferentes pasos de produccion de esta molécula, en el
Centro de Ingenicria Genética y Biotecnologia, donde este sistema sc emplea ya desde
hace varios meses de forma rutinaria. En AcM CB-EGF.1 ha sido usado también con
bucnos resultados en ¢l desarrollo de un sistema RIA de fase liquida, donde cl
anticuerpo es incubado con las muestras de antigeno radioyodado, y los complejos sc
precipitan con la ayuda de un segundo anticuerpo anti IgG de ratén (resultados no
mostrados).

Con ¢l propésito de desarrollar sistemas inmunoenzimaticos que pudicran sustituir
perspectivamente ¢l empleo de los RIA, en la scgunda fusién se empled un sistema de
tamizaje de los hibridomas quc conjugara, tanto la posiblidad de reconocimiento del
antigeno en solucion como la factibilidad de evaluar la competencia de los anticuerpos
por determinantes antigénicos del EGF, El RIA-FS empleado cubria cstas posibilidadces
y, finalmente, permitié la seleccion de AcM que como el CB-EGF.2, reconocen
determinantes antigénicos distintos al identificado por el CB-EGF.1.

En estudios posteriores se comprobd que este nuevo AcM identifica también el EGF
de rat6n; esto sugiere que el sitio reconocido por el CB-EGF.1 puede estar distante de
los dominios que interactian con el receptor de membrana, aunque ello requicre una
demostracién mids dirccta, quizas mediante experimentos de neutralizacion del efecto
biologico del EGF, con ambos AcM.

Una vez determinado que los AcM CB-EGF.1 y CB-EGF.2 no competian por un
mismo sitio antigénico, s¢ decidio elaborar un sistema inmunocnzimatico ELISA tipo
sandwich en cl cual se empled como AcM de recubrimiento el AcM CB-EGF.2, y el
CB-EGF.1 conjugado con peroxidasa para cl revelado de la reaccion. Teniendo en
consideracion el pequeno tamano de la molécula de EGF, sc realizaron algunos ensayos
preliminares donde se prepararon fragmentos F(ab)'2 del AcM CB-EGF.1, con vistas a
producir un recubrimiento activo cn la fase solida, con una menor posibilidad de
impedimentos cstéricos. Se demostrd que los fragmentos eran capaces de enlazar el
rhEGF a niveles tales que inhibian la union del anticuerpo intacto.
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En definitiva, los primeros cnsayos del sistema ELISA con los AcM hicicron
innecesaria en esta fase del trabajo la utilizacion de los fragmentos; ¢l ensayo
inmunoenzimético desarrollado es simple y exhibe niveles de sensibilidad semejantes al
RIA-FS, y suficientes para su uso en los ensayos de cuantificacién del thEGF. A c¢llo se
le suma la ventaja de no tener que usar material radioactivo. Su repetibilidad y
reproducibilidad ha resultado satisfactoria en ensayos preliminares y en la actualidad sc
realizan experimentos para corrclacionar los valores de rhEGF en muestras biolégicas,
obtenidos por RIA-FS y esta nueva posibilidad tecnologica.
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