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Introduccién

Existen numerosas evidencias experimentales que apun-
tan a la relacion existente entre el sistema EGF/EGF-R
(factor de crecimiento epidérmico/receptor del factor de
crecimiento epidérmico) y el cdncer, por lo que no es
sorprendente que este sistema se haya convertido en un
blanco atractivo para el disefio de nuevos medicamentos
antitumorales. Diferentes grupos de trabajo, incluido el
del colectivo de autores, han obtenido anticuerpos mo-
noclonales bloqueadores de la sefializacion del receptor.
Estos anticuerpos inhiben el crecimiento de tumores hu-
manos en ratones atimicos. Sin embargo, los anticuerpos
murinos han resultado demasiado inmunogénicos en hu-
manos, lo que dificulta sus aplicaciones terapéuticas.

Materiales y Métodos

Se redisend el Anticuerpo Monoclonal R3 (AcM R3)
como una inmunoglobulina humana IgG1, mediante la
transplantacion de los CDR (regiones determinantes
de la complementariedad) del anticuerpo murino, en
los marcos (FR) de las regiones variables humanas de
las cadenas pesadas y ligeras Eu y Rel, respectiva-
mente.

Mediante la utilizacion de este sistema como modelo,
se evalud un nuevo método de humanizaciéon mucho mas
simple que el método tradicional, basado en el cardcter de
antigeno T-dependiente de las inmunoglobulinas y en la
altahomologfia existente entre las inmunoglobulinas murinas
y humanas. El método consiste en sustituir aquellos resi-
duos murinos incluidos en los posibles epitopos T de los
marcos de las regiones variables, por los que se encuen-
tran en la misma posicién de las inmunoglobulinas huma-
nas de mayor homologia, excepto aquellos residuos criti-
cos en la conformacion de los CDR. Los posibles epitopos
T en las regiones Vi (region variable de cadena pesada) y
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V (region variable de cadena ligera) del R3, fueron predi-
chos por el programa AMPHL

Resultados y Discusion

Se obtuvo un anticuerpo monoclonal reformado h-R3
neutralizante del EGF-R, con una K;de 10®*M, el cual
ha sido objeto de seis solicitudes de patente.

Para obtener este anticuerpo fue necesario clonar
y secuenciar la region variable del AcM R3 murino,
clonar las cadenas ligera y pesada murinas del mismo
en vectores de expresion de células superiores, que
tienen incluidas las regiones constantes humanas Cy
(para la cadena ligera) y gamma 1 en el vector de
expresion de la cadena pesada, con lo que se obtuvie-
ron las construcciones genéticas quiméricas de las
cadenas pesada y ligera del R3, es decir, las regiones
variables murinas y regiones constantes humanas.
Estas construcciones genéticas se introdujeron por
transfeccion en células de mieloma NSO (mieloma
no productor de inmunoglobulinas) y se expresé el
anticuerpo quimérico R3, que fue capaz de recono-
cer el EGF-R.

El anticuerpo humanizado se obtuvo mediante
transplante de los CDR del anticuerpo murino, en los
marcos de las regiones variables humanas de las cadenas
pesaday ligera Eu y Rei, respectivamente. Este anticuer-
po perdid la capacidad de unién al EGF-R. A partir del
mismo, se construyd un anticuerpo reformado al que se le
reintrodujeron residuos murinos en algunas posiciones de
los marcos humanos. Para la construccién de este anti-
cuerpo reformado, se hizo un andlisis de los residuos de
las regiones marcos que pudieran influir en la conforma-
cién que adoptan los CDR para el adecuado reconoci-
miento del antigeno y para tratar de mantener los mis-
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Tabla. Regién variable de la cadena pesada de los anticuerpos reformados de R3.
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A: secuencia de ADN de la region V, del anticuerpo humanizado.

B: secuencia de aminodcidos de la regién V, del anticuerpo humanizado.
C, D, E: secuencias de aminodcidos de las diferentes versiones de las regiones V, reformadas.

En negritas se destacan los CDR y en mayusculas las bases mutadas.

mos, para no afectar la zona de unién del anticuerpo a su
antigeno. En el marco de estos estudios, se construyeron
variantes de anticuerpos hibridos quiméricos y humaniza-
dos. Cuando las células NSO se cotransfectaron con un
hibrido construido con la cadena ligera humanizada y la
cadena pesada quimérica, el anticuerpo obtenido se com-
porté igual que el R3 murino. La combinacién inversa, €s
decir, el hibrido construido entre la cadena ligera quimé-
rica y la cadena pesada humanizada, se comporté igual
que el R3 humanizado.

Estos resultados indicaron que los cambios intro-
ducidos por la humanizacién de la cadena ligera no
afectaron el reconocimiento del anticuerpo por su re-
ceptor, por lo que el trabajo genético de reintroducir
algunos residuos murinos en los marcos humanos para
recuperar la actividad biolégica del anticuerpo, se con-
centrd en la cadena pesada.

Para recuperar la capacidad de inhibicién de la unién
del EGF a su receptor por el R3 humanizado, se hizo
necesario introducir en los marcos humanos algunos
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residuos de aminoacidos que se encontraban en la
misma posicién en la inmunoglobulina murina origi-
nal. A esta nueva construccién genética se le llamé
“anticuerpo reformado”. Como se explicé anterior-
mente, estos cambios se concentraron en la cadena
pesada humanizada, manteniéndose intacta la cade-
na V humanizada.

Estas mutaciones se realizaron en tres grupos dife-
rentes: mutaciones en las posiciones 66-67, 75-76 y,
por ultimo, 93, considerando su localizacién en dife-
rentes regiones y la influencia que pudieran tener en el
sitio de combinacién del antigeno. Se construyeron
seis versiones del anticuerpo reformado R3, en las que
uno, dos o tres de los grupos de residuos se mutaron
para introducir en dichas posiciones los aminoacidos
que aparecen en la secuencia del R3 murino en la mis-
ma posicion (Tabla).

Los residuos murinos de los marcos de Vi, LYS66 y
ALAG67 fueron reintroducidos porque se encuentran en
la frontera entre CDR2 y FR3, y las mismas mostraron
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ser necesarias en la recuperacién de la afinidad por el
EGF-R en el anticuerpo 425, que presenta una alta
homologia con laregién variable de la cadena pesada del
R3. Estos cambios no resultaron importantes, puesto
que el anticuerpo reformado recuperé muy poco la ca-
pacidad de inhibir la unién del EGF a su receptor.

Se construyeron, ademas, anticuerpos reformados con
SER75, THR76 y THR93 de origen murino. Las versio-
nes de R3 reformado, R3-S75T76 y R3-T93, mostraron
cambios importantes en la capacidad de inhibicién de la
unién del EGF-1'® a su receptor, con valores de K; entre
1,34 y 1,59x10® M, mientras que las versiones R3-
S75T76T93 o R3-K66A67S7 5T76T93, que incluyen
los residuos SER75, THR76 y THR93, recuperaron la
inhibicion de la unién del EGF-1'* a EGF-R, con una K;
de aproximadamente 1x10® M. Este valor es muy cerca-
no al que tiene el anticuerpo murino R3 (0,7-0,8x10® M).
Esta version de anticuerpo reformado fue la escogida para
hacer los experimentos in vivo.

Solo tres mutaciones en los marcos humanos por los
correspondientes residuos de ratén, permitieron recu-
perar 80% de la afinidad por el antigeno. Este anti-
cuerpo reformado resulté mucho menos inmunogénico
en monos que los anticuerpos quimérico y murino co-
rrespondientes.

Se describié por primera vez en la literatura la im-
portancia del residuo 76 de laregion variable de la cade-
na pesada en la conformacién del sitio de unién del
anticuerpo. S6lo existe otro anticuerpo recombinante
neutralizante del EGF-R, el cual se encuentra en ensa-
yos clinicos en estos momentos. El ¢225 es un anti-
cuerpo quimérico con afinidad similar ah-R3 que en la
actualidad se encuentra en desarrollo por Imclone
Systems Inc., NY, y debe recibir aprobacién en el ano
en curso por parte de la FDA para iniciar la fase III de
ensayos clinicos en pacientes con cdncer de cabeza y
cuello. El anticuerpo reformado h-R3, que en principio
debe resultar menos inmunogénico que ¢225 por estar
reformado, recibi6 la aprobacién del Centro Estatal para
el Control de Medicamentos (CECMED) para iniciar
la fase I de ensayos clinicos en pacientes con tumores
de origen epitelial en Cuba, y del HPB para iniciar ensa-
yos clinicos en Canad4. Estos ensayos en Canadé co-
menzaron en noviembre de 1998. De lo anterior se de-
riva la novedad cientifica y tecnoldgica de este resultado.

Se desarrollé un nuevo método de reduccién de la
inmunogenicidad de anticuerpos recombinantes mu-
cho mas simple desde el punto de vista de la manipu-
lacién genética y que consume mucho menos tiempo
de trabajo, comparado con el método clasico de
humanizacion reportado en la literatura. Este método
se sustenta en la naturaleza de antigenos T-depen-
dientes de las inmunoglobulinas, y en la gran homologia
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existente entre las regiones variables de las inmunog-
lobulinas humanas y murinas. El caracter innovativo
del método consiste en que sélo la humanizacién de
las regiones anfipaticas (posibles epitopos T), que
constituyen entre 10 y 27% de las regiones variables,

permite una reduccién considerable de la inmunogeni-

cidad, lo que se logra con unas pocas mutaciones pun-
tuales. Es decir, con este método, una vez construido
el anticuerpo quimérico, sélo hay que introducir algu-
nas mutaciones puntuales que sustituyan residuos de
aminoacidos humanos en las regiones marcos murinas,
de forma tal que el quimérico modificado reconozca al
antigeno con afinidad similar a la del anticuerpo qui-
mérico y sea menos inmunogénico que éste, sin nece-
sidad de hacer un anticuerpo humanizado.
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