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RESUMEN

El receptor del Factor de erecimiento epidérmico (R-EGF) es una glicoproteina de membrana de
interés creciente en las investigaciones sobre las neoplasias malignas. En este trabajo describimos
la obtencion de anticuerpos monoclonales (AcM) murinos contra el R-EGF mediante un sistema
cruzado de seleccion, consistente en la inmunizacidn con receptor purificado a partir de placenta
humana y la identificacién de hibridomas productores mediante el reconocimiento del receptor de
las células tumorales A431.

Se seleccionaron cuatro hibridomas productores de AcM que reconocen el R-EGF con alia
afinidad (Kd = 10-? -10-1M) y que son capaces de inhibir la unién del EGF al receptor. Mediante
un sistema ELISA competitivo se determiné que estos AcM reconocen al menos dos epitopes
diferentes. El patrdn de reconocimiento por inmunohistoguimica de estos anticuerpos fue similar
al AcM EGF-R1 (Amersham) empleado como control. Estos AcM estdn disponibles para su uso
en la deteccién inmunohistoquimica del receptor y otras investigaciones.

SUMMARY

The receptor for epidermal growth factor (EGF-R) is a membrane glycoprotein which is gaining
growing interest in cancer research. In the present paper we describe the generation of murine
hybridomas secreting monoclonal antibodies (MAbs) against EGF-R, by means of a
cross-recognition selection system given by immunization with affinity purified receptors from
human placenta and identification of secretory hybridomas through the recognition by the rece ptor
of A431 human tumor cells. Four hybridomas were selected which produce MAbs with high affinity
for EGF-R (Kd=10"-10"1"M). All MADs were able to inhibit the binding of EGF to its receptor.
A competition ELISA system showed that these MAbs recognize at least two different epitopes.
These four MAbs are now availuble for the immunohistochemical identification of EGF-R in
human tissues and for other research purposes.

INTRODUCCION

El Factor de crecimiento epidérmico (EGF) estimula la proliferacion de células
epiteliales y de origen mescnquimatoso, tanto in vitro como in vivo
(Gospodarowicz, 1983). E1 EGF ejerce su accion a través de un receptor de membrana,
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glicoproteina de 170 kDa, cuyo gen ha sido clonado y secuenciado recientemente
(Coheneral., 1982; Linet al., 1984). El R-EGF ha sido implicado en la transformacion
maligna debido a que: i) su dominio citoplasmdtico tiene una gran homologia
estructural con el producto del oncogen v-erbB (Downward ef al., 1984); ii) el gen que
codifica para el R-EGF se ha encontrado amplificado en carcinomas epidermoides
humanos (Cowley er al., 1984; Merlino et al., 1984; Yamamoto et al., 1986); iii) su
expresion en el cAncer mamario humano estd asociada a la malignidad del tumor (Pérez
et al., 1984: Macias et al., 1986; Skoog et al., 1986; Macias et al., 1987; Rios et al., 1988).

En los dltimos anos se han generado AcM contra el R-EGF, utilizando como
inmunégeno la linea celular humana A431 de carcinoma epidermoide de vulva (Sato
et al., 1987), que posce una alta expresion de sitios receptores para ¢l EGF.

En el presente trabajo se reporta la generacion v caracterizacion primaria de cuatro
AcM, utilizando como inmunégeno el receptor de EGF parcialmente purificado a partir
de placenta humana. Estos AcM de alta afinidad son capaces de inhibir la unién del
EGF a su receptor v reconocen al menos dos epitopes diferentes de la molécula.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

El EGF murino fue purificado por el método de Savage v Cohen (Savage v Cohen, 1972) y radioyodado
porel método de lacloramina T (Huntery Greenwood, 1962}, La matriz de afinidad de EGF fue obtenida
acoplando EGF murino a Sepharose 4B activada con CNBr, de acuerdo con las recomendaciones de
Pharmacia Fine Chemicals. Por cada mililitro de gel sc utilizaron 10 mg de EGF murino obteniéndose
mis del 90 % de acoplamiento.

Lineas celulares

La lineca A431, proveniente de un carcinoma epidermoide humano de la vulva v con mas de un millén
de sitios receptores para el EGF por célula (Fabricant erai., 1977) fue mantenida en DMEM-F12
suplementado con § % de suero bovino inactivado y antibidticos. Lalinea de micloma murino Sp2/0.Agl4
no secretora v HAT sensible (Shulman ef al., 1978) fue mantenida en medio RPMI1-1640 suplementado
can 10 % de suero bovino inactivado, 26 mM de CO3HNa, 18 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, | mM
de piruvato de sodio v antibidlicos.

Purificacion parcial del R-EGF

La purificacién del R-EGF solubilizado se realizd por cromatografia de afinidad de acuerdo al método
descrito (Cohen er al,, 1982a: Cohen ef al., 1982b) con ligeras modificaciones. Brevemente explicado se
puede decir que las fracciones crudas de membrana de placenta fueron solubilizadas en tampon
Tris-HCI 20 mM, pH 74 con 10 % de glicerol y 1 % de tritdon X-100. Luego de una centrifugacién a
100 000 g durante una hora, se aplicaron a la matriz de afinidad de EGF, eluyéndose con pH alcalino
tamp6n ctanolamina 5 mM, pH 9,7 con 10 % de glicerol y 0,1 % de tritén X-100, neutralizandose
inmediatamente la muestra obtenida. Esta fraccion enriquecida en R-EGF posee capacidad de unidn de
1251-EGF; la separacion del radiotrazador ligado v no ligado se realizé por el método de polietilenglicol
(Cohen ct al., 1980)

La fraccion eluida muestra una banda mayoritaria (170 kDa) en SDS-PAGE. En cada purificacion se
procesaron 100 g de placenta, obteniéndose de 15 a 25 pg del R-EGF parcialmente purificado por cada
gramo de tejido himedo.

En el caso de las células A431, estas fueron inoculadas en ratones atimicos (Inu/nu: tres millones de
células por animal), efectuandose la excéresis de los tumores luego de aproximadamente un mes de
evolucién. Las purificaciones se realizaron a partir de 10 g de tejido tumoral, siguiendo la metodologia
referida anteriormente, obteniéndose entre 150 y 250 pg de R-EGF parcialmente purificado por gramo
de tejido

290



AcM contra el receptor LGI

Esquema de inmunizacion

Grupos de ratones Balb/c-Hab hembras se inocularon por via subcutdnea ¢ intrapenitoneal con 25 pg
de R-EGF parcialmente purificado de placenta humana, empleando adyuvante completo de Freund en ¢l
dia 0, e incompleto en los dias 14, 21 y 28.

Aproximadamente 10 dias después de la cuarta inmunizacién s¢ tom6 una muestra de sangre,
resultando con titulos positivos todos los animales inmunizados, por lo que después de una ultima
inoculacién con 50 g del inmundgeno por via intravenosa se procedid a la fusidn celular siguiendo el
esquema previamente descrito (Ferndndez et al., 1986).

Ensayo inmunoenzimatico en fase sélida con R-EGF solubilizado

La inmovilizacién del antigeno se realizé recubricndo las placas de poliestireno con ¢l R-EGF
parcialmente purificado, en tampén HEPES 10 mM, pH 7.5 hasta su total desecacidn al vacio (Yarden
et al., 1985). Para ¢l tamizaje de los sobrenadantes y de los AcM purificados por proteina A Sepharose
(Pharmacia Fine Chemicals, 1986), se utilizé como sonda un segundo anticuerpo anti-ratén conjugado
con peroxidasa (Amersham). Para el ensayo competitivo en cquilibrio el AcM RS fue conjugado con
fosfatasa alcalina (Voller ef al., 1976).

Ensayo de competencia por la unién del 1251-EGF a su receptor

La determinacion de las constantes aparentes de inhibicién (Ki) de la union del 1251-EGF a su
receptor por los AcM obtenidos, se realizé mediante un radio-receptor-analisis (RRA) en solucién con
fraccién microsomal de placenta humana segin se ha descrito previamente (Macias er al., 1985b).

Determinacion inmunohistoquimica del R-EGF

Se utilizaron cortes frescos de biopsias de carcinomas epidermoides humanos. Como sistema de
deteccién se empled ¢l complejo biotina-streptavidina-peroxidasa (Amersham), segin s¢ ha descrito
anteriormente (Hsu eral, 1981). En todos los casos se ensayé simultincamente el AcM EGF-R1
{Amersham) como control positivo.

RESULTADOS

Mas del 80 % de las células hibridas productoras de anticuerpos contra ¢l
inmunégeno reconocieron también el R-EGF parcialmente purificado a partir de las
c€lulas tumorales A431.

Cuatro de estos AcM, capaces de reconocer el R-EGF parcialmente purificado de
placenta humana y del carcinoma epidermoide A431, fueron seleccionados para una
caracterizacion detallada. El isotipo de estos anticuerpos denominados R2, R3, RS y
R9 resulté IgG2a kappa, segin la t¢enica de inmunodifusién doble.

La afinidad de los AcM R2, R3, RS y R9 por el R-EGF de placenta humana y de las
células tumorales A431, fue estimada a partir de las curvas de saturacion obtenidas en
un ELISA de fase solida (figura 1), utilizandose concentraciones crecientes de los AcM
purificados por proteina A Sepharose, en un rango de 0,5 ng a 7,5 ug/pozo.

Las constantes aparentes de disociacion {Kd) se estimaron a partir de las concen-
traciones a las cuales se logrd la semisaturacion de la reaccion antigeno-anticuerpo.
Para el calculo aproximado de la concentracién molar de los AcM se asumio un 100 %
de pureza. En las figuras 1a y 1b puede apreciarse que ios AcM R2, R3, R5 y R9
mostraron una alta afinidad por el R-EGF proveniente de placenta humana, en el orden
de 10° y 10 M. Estos AcM mostraron una afinidad similar por ¢l R-EGF purilicado
a partir de la linea celular A431 (figuras 1c y 1d). Notese que ¢l rango de
semisaturacion fue el mismo para todos los AcM en ambos ensavos.
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FIG. 1. Curvas de saturacién obtenidas mediante ELISA de fase sélida

a) ELISA con el R-EGF proveniente de placenta humana y concentraciones crecientes (0,5 ng/pozo
- 7,5 wg/pozo) de los AcM purificados: R2,0 ; R3,X; R5, V y R9,#.

b) Curva control con el policlonal anti-R-EGF ensayado a diferentes diluciones (1/60 - 1/512 000).
Policlonal, A ; promedio de los valores del fondo (PBS +0,05 % de Tween-20), ¢

c) ELISA con el R-EGF proveniente de las células tumorales A431 y concentraciones crecientes
(0,5 ng/pozo - 7,5 wg/pozo) de los AcM purificados: R2,0 ; R3,X; RS, Vy R9,#.

d) Curva control con el policlonal anti-R-EGF ensayado a diferentes diluciones (1/60 - 1/512 000).
Policlonal, V; promedio de los valores del fondo (PBS + 0,05 % de Tween-20), ¢

En el eje de las abscisas: logaritmo de las concentraciones de los AcM ensayados o de las diluciones de
los policlonales empleados como control positivo. En el eje de las ordenadas: valores de densidad Gptica.
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Los AcM seleccionados fueron capaces de inhibir la unién del 1251-EGF a su
receptor en un ensayo de competencia con fraccion microsomal de placenta humana.
A partir de las curvas de desplazamiento obtenidas en el RRA se estimaron las
constantes aparentes de inhibicién, las que se encontraron en el orden de 107 - 10-¥ M.
Como control negativo se utiliz6 el AcM anti-citoqueratina (publicacién en
preparacion), con el cual no se encontré ningin desplazamiento de 1251-EGF
(figura 2).
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FIG. 2. Curvas de desplazamiento obtenidas por RRA

Ensayo de competencia con fraccién microsomal de placenta humana y concentraciones crecientes
(1 wg/ml - 100 pwg/ml de los AcM purificados:R2/0; R3,X; RS, V; R9,# y anti-citoqueratinas, $ (control
negativo). El 1251-EGF (A) se ensay6 a concentraciones crecientes (0 -200 ng/ml).

En el eje de las abscisas: logaritmo de la concentracién de los anticuerpos. En el eje de las ordenadas:
cociente de L/Lo (unién especifica).

Con vistas a evaluar si estos AcM reconocian mas de un sitio diferente de la molécula
del receptor, se realizé un ELISA competitivo en equilibrio utilizando como sonda el
AcM RS conjugado con fosfatasa alcalina. Como puede apreciarse en la figura 3,
concentraciones crecientes de los anticuerpos RS y R9 (1 ng/pozo - 7.5 pg/pozo)
produjeron una disminucién de la sefial, mientras que por el contrario, los AcM R2y
R3 (50 ng/pozo - 7,5 pg/pozo) no fueron capaces de desplazar al anticuerpo R3S
utilizado como sonda en el ELISA de competencia por la unién al R-EGF. Esto
evidencia que los AcM R5 y R9 reconocen el mismo epitope o epitopes "estéricamente”
relacionados, mientras que los anticuerpos R2 y R3 reconocen al menos un epitope
diferente.

En la tabla 1 se compara el reconocimiento por inmunohistoquimica de los AcM R2
y R5 con el AcM R1 (Amersham) empleado como control en carcinomas epidermoides
de laringe humanos, observandose resultados muy similares en los casos estudiados.
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Curvas obtenidas con concentraciones crecientes de los AcM purificados (R2 y R3: 50 ng/pozo - 7,5
pg/pozo); RS y R9: 1 ng/pozo - 7,5 pg/pozo); R2,0 ; R3,X; RS, V y R9,#, y mezclados (1:1) previo al
ensayo, con el AcM RS (dilucién 1/500) empleado como sonda.

En el eje de las abscisas: logaritmo de las concentraciones de los AcM en ensayo. En el ¢je de las
ordenadas: valores de densidad Gptica.

Tabla 1
ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Tipo histoldgico Reconocimienio de los AcM
RI R2 R5
Carcinoma epidermoide queratinizante 2+ 3+ 3+
moderadamente diferenciado ¢ infiltrante
Carcinoma cpidermoide queratinizante 3+ 3+ 3+

moderadamente indiferenciado ¢ infiltrante

Carcinoma indiferenciado metastdsico 3+ 3+ 3+
de posible origen epidermoide

2+: Reconocimiento de moderada intensidad.
3+: Reconocimiento muy intenso.

DISCUSION

En el presente trabajo se reporta la generacién y caracterizacién de anticuerpos
monoclonales que reconocen al R-EGF. Como fuente de purificacién del receptor se
emple6 la placenta humana a causa de que tiene una alta expresion del R-EGF (Macias
etal., 1985a). La estrategia del tamizaje incluyé el reconocimiento simultdneo de
fracciones enriquecidas en receptor a partir de placenta humana y de la linca de
carcinoma epidermoide humano A431, ya que el R-EGF parcialmente purificado
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por cromatografia de afinidad y utilizado como inmundégeno, no constituye una
preparacién pura del receptor.

Los AcM contra el R-EGF generados hasta el presente por otros autores han sido
obtenidos a partir de inmunizaciones con la linca celular A431 y muchos de cllos
muestran reaccién cruzada con membranas de eritrocitos (Sato et al., 1987); esto puede
deberse al aumento de la glicosilacién de las membranas tumorales (Buck et al., 1970;
Pouysségur et al., 1977, Warren et al., 1978), lo cual hace que muchos de los AcM que
reconocen al R-EGF de A431 estén dirigidos contra restos glicosidicos del mismo
(Fernindez-Pol, 1985; Sato et al., 1987). _

Sin embargo, en nuestro caso, los AcM R2, R3, R5 y R9 no reconocieron las
membranas de eritrocitos humanos (resultados no mostradas), lo que sugiere que estos
AcM reconozcan determinantes antigénicos de naturaleza proteica.

Loscuatro AcM seleccionados mostraron una alta afinidad por el R-EGF (Kd en el
rango de 10 a 10 M). Las constantes aparentes de disociacion de estos anticuerpos
por el receptor se encuentran solamente en un orden de magnitud por debajo de sus
constantes aparentes de inhibicion de la union del EGF al receptor, lo que indica a favor
de que ellos reconocen cpitopes relacionados con el sitio de union del EGF. El hecho
de que estos AcM inhiban la uni6n del EGF a su receptor, constituye un crilerio
definitivo de que reconocen el dominio externo del mismo.

Los experimentos de competencia realizados posibilitan definir, al menos
operacionalmente, dos epitopes diferentes de la molécula del receptor, lo que permite
concluir que los AcM RS y R9 reconocen el mismo epitope o epitopes estéricamente
relacionados, mientras que los AcM R2 y R3 reconocen al menos un epitope diferente.
El AcM EGF-R1 (Amersham) ha sido ampliamente utilizado en el estudio de la
expresion del R-EGF en tumores humanos (Ozanne et al.,, 1985). Los AcM R2 y RS
mostraron un patrén de reconocimiento similar al EGF-R1 en las muestras tumorales
estudiadas, lo que evidencia su utilidad en la determinacién inmunohistoquimica del
R-EGF.

Como ha sido reportado por nuestro grupo de trabajo y por otros autores, el R-EGF
constituye un marcador tumoral de malignidad c¢n ¢l cancer mamario y otras neoplasias
humanas (Pérez etal., 1984; Fitzpatrick et al., 1984; Macias et al., 1986; Skoog
et al, 1986; Macias et al., 1987; Rios et al., 1988). La disponibilidad de AcM contra el
R-EGF debe permitir una amplia difusién de la determinacién inmunohistoquimea del
receptor para el manejo de los pacientes con céncer.
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