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RESUMEN

Como parte de un estudio integral de estructura y funcién, se caracterizé el anticuerpo monoclonal CB-EGF1,
especifico por el EGF, con el empleo de la tecnologia de presentacién de péptidos en la capsida de los bacteriéfagos
filamentosos. Los datos de este trabajo demuestran que el anticuerpo CB-EGF1 reconoce un epitopo conformacional
en la molécula de EGF compuesto por los aminodcidos S9, H10, Y13, K28, E40 y R41. Las secuencias de péptidos
identificadas mimetizan la zona de interaccién del EGF con la cadena beta del REGF. Los péptidos sintéticos F22-54
y F22-55 compiten con el EGF por la unién al anticuerpo CB-EGF1, segun se demostré mediante ELISA, pero no
presentan actividad sobre el sistema EGF-REGF.
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ABSTRACT

Identification of peptide mimics of the epitope recognized by CB-EGF1, a monoclonal antibody EGF specific.
As part of an integral structure and function study, we characterized the natural epitope on the EGF recognized by the
CB-EGF1 monoclonal antibody, by using peptides displayed on the coat protein of filamentous bacteriophages. Data
analyzed demonstrated that the CB-EGF1 monoclonal antibody recognizes a conformational epitope, comprising
aminoacids $9, H10, Y13, K28, E40 and R41. The identified peptide sequences are mimicking the region on the EGF
interacting with the b-chain of the EGF receptor (EGFR). Synthetic peptides F22-54 and F22-55 compete with the EGF
for binding to the CB-EGF1 antibody, as demonstrated by ELISA, but lacking biological activity in the EGF-EGFR system.

Introduccion

Laidentificacion de los epitopos reconocidos por los
anti cuerpos monoclonales (AcM) tradicionalmente se
ha realizado probando colecciones de fragmentos
peptidicos derivados del antigeno[1, 2], o empleando
colecciones de péptidos sintéticos o de fragmentos de
ADN complementario expresados in vitro [3]. Una
alternativa més ventajosa que estas técnicas quimicas
o0 bioldgicas es la utilizacion de bibliotecas peptidicas
presentadas en la superficie de fagos filamentosos.
Este procedimiento permite identificar y caracterizar
los péptidos seleccionados, aun cuando se recuperen
solo pequefias cantidades en el proceso de seleccion
(en teoria, hasta €l nivel de una sola particula) [4].
Estos péptidos que mimetizan al antigeno natural se
denominan fagotopos.

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un
péptido que regula el crecimiento [5] con un efecto
estimulante en laproliferacién epidérmicay un efecto
inhibitorio en la secrecién &acido-gastrica [6]. Cons:
tituye un polipéptido de 53 aminoécidos (6 045 Da)
[7] que se une con elevada afinidad al dominio
extracelular de receptores especificos delasuperficie
celular nombrados receptores de EGF (Rs-EGF),
lo cua es esencial para activar el dominio tirosina-
quinasadel receptor einiciar lasefial de transduccion,
gue resultaen lasintesis de ADN y la proliferacion
celular [6, 8]. Laactivacion del REGF esimportante
para el desarrollo de |os fenotipos de proliferacion,
maduracion, sobrevivencia, apoptosis, angiogénesis
y metastasis [6].
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Debido alaimportanciadel sistema EGF-REGF en
lapatogénesis de varios canceres, uno delosretos mas
importantes es la busqueda de estrategias inhibitorias
deestaunion, laque hallevado a desarrollo de agentes
gue selectivamente inhiben este proceso, entrelos que
se encuentran anticuerpos e inhibidores tirosina-
quinasa[9, 10]. Como parte de un trabajo integral en
estudios de estructura y funcién de diferentes
moléculas, se caracterizaron los sitios de unién y la
especificidad detalladade un AcM neutralizante anti-
EGF (CB-EGF1), previamente obtenido en el Centro
de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) [11].
Convistasaidentificar €l epitopo reconocido por este
AcM, seutilizaron dos bibliotecas de péptidoslineales
(pVI11-9aa) y ciclicos (pV111-9CaaC), respectivamente,
presentados como fusion a la proteina mayoritaria
pVIll de la capsida de los fagos filamentosos de tipo
f1[12]. Como resultado, seidentificd el sitio de unién
del AcM CB-EGF1 y se obtuvieron péptidos con
capacidad de unién aestamol écula. Estos péptidosse
evaluaron en ensayosdeuniona AcM CB-EGF1y en
experimentos in vitro deactividad biol 6gicaparaEGF.

Materiales y métodos

Seleccién a partir de las bibliotecas

de péptidos presentadas en fagos

Los procesos de seleccion, con las bibliotecas pVII1-
9aay pVI11-9CaaC, seredlizaron trasmodificar latécnica
de bioppaning [13], descrita por Felici y cols. 1991
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[12]. Serevistieron perlas de poliestireno (@ 6.4 mm,
Precision Plagtic Ball Co., Chicago, EE.UU) cond AcM

CB-EGF1, aunaconcentracién de 10 mg/mL ensolucién
de recubrimiento (50 mM carbonato de sodio, pH 9.6)
y se incubaron toda la noche a 4 °C. Las perlas se
bloguearon con una solucién que contenia solucién
sdlina regulada con fosfato (SSTF) con 10 mg/mL de
seroa bimina bovina (SAB), durante 4 h a4 °C. Des-
pués de varioslavados con SSTF que contenia 0.5% de
Tween 20 (SSTF-Tween 20), las perlas se preincubaron
con aproximadamente 3x 10*° M13K 07 UT-Kan® (uni-
dades de traducci6n resistentes akanamicina) en 1 mL
de SSTF-Tween 20 que contenial mg/mL SAB (SSTF-
Tween 20/SAB) durante 4 h a4 °C. En € primer ciclo
de seleccién se emplearon aproximadamente 3.2 x 10
UT-AmpF (unidades de traducci6n resistentes a ampi-
cillina) de las hibliotecas pVIII-9aa 'y pVIII-9CaaC,
respectivamente. Lasmezclasseincubaron durantetoda
la noche con agitacion a 4 °C. Las fracciones no
adsorbidas (N) se eliminaron y las perlas se lavaron
extensivamente con SSTF-Tween 20. Las fracciones
adsorbidas (A) serecuperaron medianteincubacion con
0.1 N HCI, 1 mg/mL SAB, pH 2.2. Las mezclas de
fagos eluidos, se neutralizaron inmediatamente con 2M

Tris, pH 9y se utilizaron en otros ciclos de seleccidn.

Inmunoidentificacion de clones individuales

Las preparaciones individuales de fago se obtuvieron
mediante la infeccion de 0.4 mL de un cultivo de la
cepa TG1 de E. coli, con 10' UT-Amp* de las mezclas
de fagos adsorbidos, seguidade superinfeccion con 10*
UT-Kan® del fago auxiliador M13K 07 y crecimiento
en un medio LB suplementado con 100 mg/mL Amp,
70 mg/mL Kany 0.1 mM IPTG durante 5 h a37 °C
con agitacion vigorosa. La suspension de bacterias y
fagos se centrifugd, y € sobrenadante fue precipitado
con 4% PEG 8 000en 0.5 M NaCl. Losclonespositivos
se caracterizaron posteriormente mediante un ELISA
antifago, con el empleo del AcM CB-EGF1 (3mg/mL)
como elemento de capturay un anticuerpo anti-M13
conjugado a peroxidasa como molécula de deteccidn.

Secuenciaciéon de ADN

La secuencia nucleotidica de los clones de fago se
determind seglin € método de los dideoxinucledtidos
[14]. Seutilizé € oligonucledtido que hibridaenlaregion
-40 de los vectores derivados del bacteriéfago M13.

Sintesis de péptidos
L os péptidos F22-54, F22-55 y F21-34 se obtuvieron

en el Departamento de Sintesis Quimicadel Centro de
Ingenieria Genéticay Biotecnologia (CIGB).

Inmunorreconocimiento de los péptidos
sintéticos F22-54 y F22-55
por el AcM CB-EGF1

Las placas de poliestireno (High Binding, Costar,
EE.UU) setrataron con 100 pL por pozo de unasolu-
cion de glutaraldehido a 2% , durante 2 h a 37 °C.
Posteriormente se recubrié con los péptidos F22-54 y

F22-55 a una concentracién de 10 mg/mL en solucién
derecubrimiento (50 mM carbonato de sodio, pH 9.6),
durante todalanoche en cdmarahlimedaa4 °C. Después
del lavado delas placas con SSTF-Tween 20 se afiadio
lasolucion de bloqueo (SSTF-Tween 20 que contenia
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2% de SAB), y se incub6 durante 2 horas a 37 °C en
camarahimeda. A continuacion selavaronlasplacasy

se incubaron durante 1 hora a 37 °C con el anticuerpo
CB-EGF1 (1:1000). Las placas selavaron nuevamente
y seincubaron durante 1 horaa 37 °C con un anticuerpo
anti-raton conjugado a peroxidasa preparado 1:5 000
(Amersham Biosciences). Luego delavar lasplacas, se
anadieron 100 ni. por pozo de la solucién sustrato de
la peroxidasa (ortofenilendiamina 1 mg/mL en 0.1 M

acido citrico, 0.2 M Na2HPO4, pH 5.0) que contenia
H.O, a 3%. Lareaccion de color se detuvo con 50 ni
de 2.5 M &cido sulfurico y laabsorbancia se determind
a 492 nm en un lector de placas de microELISA

Multiskan System (Titerek, Helsinki, Finlandia). Cada
muestra se analiz6 por duplicado. El experimento se
validd mediantelos controles positivo (EGF), negativo
(péptido no relacionado, F21-34) y blanco.

ELISA de competencia

Las condiciones del ELISA de competencia se es-

tablecieron previamente. Las placas de poliestireno
(High Binding, Costar, EE.UU) se recubrieron con

100 pL por pozo delasolucion que contenia EGFhr a
una concentracién 125 ng/mL en solucién de
recubrimiento (50 mM carbonato de sodio, pH 9.6),

durante toda la noche en cdmara himeda a 4 °C.

Después del lavado de las placas con SSTF-Tween

20, se afiadio6 la solucién de bloqueo (SSTF-Tween 20
gue contenia 2% BSA) y se incubé durante 2 horas a
37°C en camarahimeda. A continuacion, las placas se
lavaron y se incubaron durante 1 horaa 37 °C con las

muestras del anticuerpo CB/EGF1 (1:20 000)

previamente incubado con 10 g de |l os péptido F22-

54 y F22-55 por separado, durante 2 horas a
temperatura ambiente. La reaccién de deteccion se
realizo igua que en el ensayo anterior. Como control

positivo del ensayo se utilizé el AcM CB-EGF1 sin

previaincubacion con los péptidos.

Ensayo de proliferacion celular

A partir delalineade células de fibroblastos murinos
3T3 A31 (ECACC) se procedi6 a sembrar placas de
96 pozos a razén de 15 000 células/pozo y se
incubaron durante 24 horas. Una vez alcanzado el
crecimiento deseado, se €limind el medio de cultivo,
las células se lavaron dos veces con SSTF, se afladi6
un medio fresco sin suero y se incubaron durante 24
horas. Transcurrido este tiempo, se eliminé el medio
y se afiadieron las diferentes dosis del EGF, utilizado
como material de referencia (EGFhr-0601, CIGB, La
Habana, Cuba), y de las muestras de péptidos que se
debian ensayar. Luego de 24 horas de incubacién, se
tifieron las placas con una solucion de cristal violeta
Pasados 3 minutos, seelimind el colorantey las placas
selavaron con aguacorriente. El colorante se disolvio
afiadiendo 100 L de una solucién de &cido acético a
10%. L a absorbancia se determin6 a 578 nm.

Andlisis estadistico

Los resultados de los ensayos de inmunorreconoci-
miento de |os péptidos por el AcM CB-EGF1, ELISA
de competencia 'y proliferacion celular se expresaron
como media + desviacion esténdar. Para andizar la
significacion estadisticadelosdatosdel ensayode ELISA
de competencia, se utilizé la prueba de comparaciones

Biotecnologia Aplicada 2005; Vol.22, No.3

9. Fukuoka M, Yano S, Giaccone G,
Tamura T, Nakagawa K, Dovillard JY.
Multi-institutional randomized phase Il
trial of gefitinib for previously treated
patients with advanced non-small-cell
lung cancer. J Clin Oncol 2003;21:
2237-46.

10. Miller VA, Johnson DH, Krug LM, Pizzo
B, Tyson L, Perez W. Pilot trial of the
epidermal growth factor receptor tyrosine
kinase inhibitor gefitinib plus carboplatin
and paclitaxel in patients with stage 11IB or
IV non-small-cell lung cancer. J Clin Oncol
2003;21:2094-100.

11. Freyre FM, Vazquez J, Duarte C, Ferra
E, Lépez |, Arteaga N. Anticuerpos mono-
clonales que reconocen los factores de
crecimiento epidérmico humano y mu-
rino. Interferén y Biotecnologia 1989;
6(1):32-46.

12. Felici F, Castagnoli L, Musacchio A,
Jappelli R, Cesareni G: Selection of
Antibody Ligands from a Large Library of
Oligopeptides Expressed on a Multivalent
Exposition Vector. J Mol Biol 1991;222:
301-10.

13. Parmley SF, Smith GP: Antibody-
selectable Filamentous fd Phage Vectors;
Affinity Purification of Target Genes. Gene
1988;73:305-18.



Yaquelin Puchades y cols.

Mimotopos de EGF

multiples de Duncan. El valor de p<0.05 se interpreto
paradenotar la diferencia estadistica significativa (*).

Resultados y discusién

El AcM CB-EGF1 pertenecealasubclaselgG1 murina,
es especifico y neutralizante parael EGF y solo esca-
paz de reconocer lamoléculaen su conformacion nativa
[11]. Este AcM seutiliz6 como elemento de capturaen
procesos de seleccion con € empleo de las bibliotecas
de péptidos pVI11-9aay pVI11-9CaaC presentados en
la superficie de fagos filamentosos. Con ambas
bibliotecas se observé un incremento en la cantidad de
fagos adsorbidos desde e primero hasta €l tercer ciclo
desdleccion (Tablal), lo cual indicalaamplificacion de
fagos especificos por el AcM CB-EGF1.

La capacidad de union de clones individuales de
fagos se confirm6 mediante ELISA antifago. Con un
oligonuclegtido que hibrida en la region -40 de los
vectores tipo M 13, se obtuvieron las secuencias nu-
cleotidicas de los clones positivos. Estas secuencias
de 27 pares de bases se tradujeron aaminoacidos y se
obtuvo la secuenciade | os péptidos presentados en el
extremo amino de la proteinapVIII (Tabla 2).

Las secuencias de los péptidos lineales se adlinearon
segun susimilitud y seobtuvo el péptido SKFDR como
secuenciaconsenso. En e andlisisdel modelo estructural
del EGF se observé que enlamismaregion de 10 A°se
encontraban losresiduos obtenidos en laregidn consenso.
En d lugar que ocupabalaF en estos clones se encontrd
una, y en sustitucion del D presente en €l consenso,
se encontré una E. Estas dos sustituciones son de las
mas comunes en estos trabajos, ya que los péptidos
obtenidos no son la copia fiel del antigeno. Los
aminoacidos se reordenaron a partir del uso de cadenas
laterales muy similares, como el cambiodeFpor Y,0a
partir delas sustituciones de aminoéacidos que presentan
lamisma carga, como D por E [15].

Con estos datos se logré identificar la zona que se
muestraen lafigural como €l sitio de reconocimiento
del anticuerpo CB-EGF1 en lamoléculade EGF. Este

Tabla 1. Titulos de las fracciones absorbidas (UT Amp'/mL)
durante los procesos de seleccion.

Ciclos de selecciéon

Biblioteca
1 2 3
pVIli9aa 1.4 x10° 1.3x 10 4.9 x10°
pVIII9CaaC 8.0x10° 1.2x 10 2.0x107

Tabla 2. Secuencias de péptidos obtenidos después de
los procesos de seleccién con las bibliotecas pVIlI9aa
(lineal) y pVII9CaaC (ciclica).

Biblioteca
pVIlI9aa pVIlI9CaaC
---AKFNDYWRW-—- CPPAKFSPSVC
---SKFDAPRL---P CHKFDQLQRPC
---LKFNRPPG-L-- CSSLDTRFWAC
--QRSFDGP-P---- CSLARSKFSAC
EHALKFGP------ P CTAHERKFVAC
-SLAKFGPPP ----- CPPAKFSQAC
---SKFDAPRLP--- CTHLSADSTSC
----KFGPKTVLP-- CANRFDEKALC
Cons--- SKFDR------- CRRWSASTKAC
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epitopo se compone por los aminoacidos S9, H10,
Y13, K28, E40y R41.

Este epitopo topogréfico incluye dos aminoacidos
fundamentales en la interaccion del EGF con su
receptor laY 13y laR41 (Figura2). Estasinteracciones
definen €l caracter neutralizante de este anticuerpo, €
cua se caracterizd previamente en experimentos de
inhibicion delaunién del EGF asu receptor [11]. Los
péptidos obtenidos con labibliotecapV111-9CaaC son
similares alasecuenciaconsenso SKFDR identificada
en el sitio de reconocimiento del AcM CB-EGFL1 con
labiblioteca de péptidos lineales.

Con e empleo del programade modelacion molecular
WHATIF [16], se determind que todas las moléculas
de péptidos mimetizan lazona deinteraccion del EGF
con la cadena beta del REGF. Estas secuencias se
caracterizan por la presencia de un residuo aromatico
(Y/F) cercano aun residuo cargado (K/R).

Los péptidos mas frecuentes obtenidos con am-
bas bibliotecas (F22-54: CPPAKFSPSVC y F22-55:
AKFNDYWRW) fueron sintetizados y evaluados
en un ensayo de union directa de tipo ELISA. Los
resultados que se muestran en la figura 3 evidencian
un bajo nivel de reconocimiento de ambos péptidos
por e AcM CB-EGF1. Generamente es muy dificil
acoplar péptidos directamente a superficies inmuno-

Figura 1. Sitio de reconocimiento del AcM CB-EGF1 segun el
modelo obtenido a partir de los datos de cristalografia del EGF
con el programa Web lab viewer lite [16]. Los aa son representados
con el cédigo de una letra.

Figura 2. Sitio de reconocimiento del REGF en el modelo de la
estructura del EGF. Se sefnalan los aminodcidos que intervienen
en la unién al receptor del EGF.
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Figura 3. Reconocimiento de los péptidos F22-54 y F22-55 por el
AcM CB-EGF1. Se emplearon los controles positivo y negativo
EGF y F21-34, respectivamente.

rreactivas, tal vez debido al tamario de estas mol éculas

[17]. El pretratamiento de las placas con glutaral dehi-

do aseguralaunion delos péptidos, pero este reactivo
es susceptible a formar complejos multiméricos que
no son bien definidos por el anticuerpo [18], y a
reaccionar con aminoéacidos como K/Ry Y/F, que son

criticos para la union del AcM. A pesar de que la
diferencia entre las muestras de péptidos positivas y

el control negativo empleado es pequefia, las réplicas

oscilaron en intervalos bien definidos, lo cua indica
que estavariacion sedebealaocurrenciadelareaccion

y no alavariabilidad entre muestras.

Para comprobar estos resultados y evaluar la
inhibicidn de la unién entre el EGF y el AcM CB-
EGF1, ambos péptidos se ensayaron en un ELISA de
competencia. L os péptidosfueron preincubados con el
AcM CB-EGF1, antes de ser afladidos a placas de
poliestireno recubiertas con EGF. Los resultados del
ensayo de competencia, que aparecen en la figura 4,
muestran que existe @ 45y e 30% de inhibicidn de la
unién del AcM al EGF para los péptidos F22-54 y
F22-55, respectivamente. Estadiferenciaessignificativa
para el caso del péptido F22-54, segln la prueba de
comparaciones multiples de Duncan (p<0.05).

Los resultados observados para ambos péptidos
pueden deberse alas diferencias en lasecuenciay enla
adopcién de diferentes conformaciones que seran
reconocidaspor € AcM. Lapresenciadevariasespecies
de péptidos podria explicar las diferencias en los
experimentos deinhibicion delaunion EGF-CB-EGFL.

Convistasaanalizar € posible efecto delos péptidos
F22-54 y F22-55 sobre el sistema EGF-REFG, las
células3T3 A31 (ECACC), dependientesdel EGF para
su proliferacion, se reprodujeron a razén de 15 000
células/pozo. Unavez alcanzado € crecimiento deseado,
se afiadi6 una concentracion de EGF correspondiente a
1.88 UI/mL, y cuatro diluciones seriadas 1:2 de las
muestras de péptidos (100 ng-12.5 ng). Los péptidos
Se ensayaron en presenciay ausencia de EGF. Luego
de 24 horas de incubacién, se obtuvieron losvaloresde
DO a 578 nm. Los resultados se muestran en la figu-
ra 5. Como control negativo del ensayo se utilizaron
células con un medio de crecimiento.

Los resultados indican que ninguno de los péptidos
presenta actividad sobre el sistema EGF-REGF. Los
valores obtenidos en presenciay ausenciade EGF son
similares alos controles empleados en el experimento.
Segun los datos obtenidos a partir del WHATIF, los
péptidos pueden unirse alacadenabetadel REGF. Sin

Recibido en febrero de 2005. Aprobado
en junio de 2005.
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Figura 4. Inhibicién de la unién entre EGF y CB-EGF1 por los
péptidos F22-54 y F22-55. *p<0.05 contra el EGF (prueba de
comparaciones multiples de Duncan).

embargo, estos no tienen contacto con la cadena alfa,
por lo queal interactuar péptido-REGF no ocurren las
modificaciones conformacionales que al interactuar las
moléculas de EGF-REGF, las cuales provocan un
acercamiento delosdominios | y |11 del REGF, con la
consecuente activacion del receptor [19].

Se conoce quelos péptidosidentificados durante los
procesos de seleccidn con € empleo delatecnologiade
presentacion de péptidos y proteinas en la su-perficie
defagos filamentosos, muestran menos potenciacuando
se sintetizan como compuestos individuales [20, 21].
L as razones fundamental es para este comportamiento
son: ) Estas pequefias moléculasno tienen lasuficiente
estabilidad conformacional como para mantener una
union fuerte alamoléculablanco. En el contexto delos
fagos dicha estabilidad esta dada por la proteina de la
capsida a la que se encuentran fusionados. b) Las
particulas de fagos presentan muiltiples copias de la
proteina de fusion, y esta multivalencia provoca una
€elevada avidez comparada con | os péptidos sintéticos.

Unaposible estrategia paraincrementar launion de
los compuestos sintéticos eslograr estamultivalencia
mediante la conjugacion de multiples copias a
estructuras mas rigidas, como proteinas, liposomas,
polimeros, etc. [22-24].

Una vez mas la tecnologia de presentacién de
péptidos y proteinas en la superficie de fagos
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compuestos con potencial terapéutico o diagnostico.
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