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Resumen

La especificidad fina es una propiedad Unica de cada anticuerpo. La identificacion de
los epitopos reconocidos es clave para comprender las bases moleculares de las
funciones bioldgicas de los anticuerpos, y diferenciarlos entre si. Por ello, tanto el
empleo de anticuerpos como herramientas de investigacion como la ingenieria de
anticuerpos para la terapia requieren estar acompafiados de métodos robustos y
sencillos de mapeo epitdpico. El presente trabajo comprende el desarrollo de una
nueva plataforma de alto flujo para delinear mapas funcionales detallados de los
epitopos, basada en la presentacion del antigeno diana sobre fagos filamentosos y su
exploracion exhaustiva mediante mutagénesis sitio-dirigida y combinatoria. La
versatilidad de los métodos desarrollados se demostré a través del mapeo de siete
anticuerpos monoclonales contra la Interleucina-2 (IL-2) humana, la IL-2 de ratén vy el
Factor de crecimiento epidérmico (EGF) humano. El trabajo incluye el primer
acercamiento al estudio de las bases moleculares de la dicotomia funcional de los
anticuerpos anti-IL-2, fenbmeno de gran interés para la comunidad inmunoldgica
internacional por sus implicaciones bioldgicas y terapéuticas. El analisis de cientos de
variantes mutadas de cada antigeno llevo a mapas muy completos y confiables de los
epitopos en su contexto natural (el antigeno original). Ademas de las aplicaciones
descritas, el uso de métodos similares se ha extendido a la caracterizacion de
anticuerpos contra el receptor del EGF y el Factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF). El trabajo esta avalado por cinco articulos en revistas internacionales. Tres de
ellos (publicados en Immunobiology y mAbs) describen el desarrollo y aplicaciones
de los diferentes enfoques de mapeo con particularidades para cada sistema
antigénico. Un capitulo, incluido por invitacion de los editores en el volumen
Monoclonal antibodies de la serie Methods in Molecular Biology, describe los
procedimientos detallados y los pasos criticos para su aplicacion exitosa, Un articulo de
revision en la revista mAbs recoge la experiencia acumulada por nuestro grupo en este
campo, y resalta la superioridad de la plataforma de mapeo desarrollada sobre otros
meétodos de uso comun, como la mutagénesis sitio-dirigida clasica, la mutagénesis el
azar, y el analisis de fragmentos peptidicos del antigeno y de bibliotecas de péptidos
aleatorios. El conjunto de métodos comprendidos en esta plataforma aporta muevas
herramientas a los investigadores interesados en comprender y manipular las funciones
de los anticuerpos.

Comunicacion Corta

Introduccion

La disponibilidad de multiples anticuerpos contra un mismo antigeno, incrementada por
los métodos biotecnolégicos modernos, impone el reto de elegir los mas prometedores



para su ulterior desarrollo y aplicacion. Los dos elementos que distinguen a estas
moléculas son su afinidad y su especificidad fina. La especificidad epitdépica es una
propiedad intrinseca de cada anticuerpo y determina en gran medida sus efectos
biologicos. De este hecho se desprende la importancia de dilucidar la identidad de los
epitopos reconocidos. Un procedimiento ideal de mapeo epitopico debe combinar la
rapidez y sencillez con la precision que lleve a una identificacion confiable de los
epitopos. Existen métodos estructurales y funcionales de mapeo®. Aun cuando los
meétodos estructurales (como el estudio por cristalografia de rayos X) producen
imagenes de los complejos antigeno-anticuerpo con una resolucién atémica®, son
laboriosos, requieren equipamiento especializado y no resultan apropiados para el
estudio simultaneo de muchos anticuerpos. Los métodos funcionales, ademas de ser
usualmente mas sencillos, definen la contribuciéon energética de cada residuo a la
interaccién, y dan como resultado mapas funcionales concentrados en el subconjunto
de aminoé&cidos que determinan la unién®, a través de la caracterizacién de mutaciones
en el antigeno diana que la perturban®. Esta informacion tiene una relevancia adicional,
debido a la existencia de una forma de resistencia al tratamiento con anticuerpos
vinculada a la aparicibn de mutaciones que hacen que el antigeno deje de ser
reconocido por el agente terapéutico®. El presente trabajo se dirigié al desarrollo de una
nueva plataforma para el mapeo funcional rapido y confiable de los epitopos
reconocidos por multiples anticuerpos, sobre la base de la presentacion de los
antigenos sobre fagos filamentosos y su exploracion exhaustiva por mutagénesis sitio-
dirigida y/o combinatoria.

Combinacién de la presentacion del antigeno diana sobre fagos filamentosos con
la mutagénesis extensiva para delinear mapas funcionales detallados de los
epitopos

Si bien la mutagénesis sitio-dirigida es el método de mapeo funcional por excelencia, el
numero de variantes mutadas del antigeno que se estudia esta restringido por la
necesidad de obtener cada proteina recombinante para su caracterizacion. Esta
limitacion del enfoque clasico ha conducido a la asignacion de algunos epitopos sobre
la base de una (o unas pocas) mutacion(es), cuyos efectos pudieran ser indirectos, por
lo que sefialarian una localizacién dudosa para el determinante antigénico®. Se ha
intentado aumentar el flujo de trabajo a través de las plataformas disponibles para la
presentacion de proteinas. La presentacion de proteinas recombinantes sobre la
membrana de células de mamifero ha sido Util para estudiar las variantes mutadas sin
necesidad de purificarlas, y en su contexto natural en el caso de los antigenos anclados
a la membrana’. Aun asi, la complejidad de la manipulacién genética de estas células
suele limitar la extension del tamizaje. EI mapeo epitopico funcional de alto flujo ha
estado dominado por la combinacién de la presentacion de los antigenos sobre la
superficie de levaduras con la generacion de grandes bibliotecas de variantes mutadas
por reaccion en cadena de la polimerasa de baja fidelidad y el analisis de su
reconocimiento por citometria de flujo®°. La diversificacién al azar del antigeno tiene los
siguientes inconvenientes: a) se producen solo unas pocas mutaciones utiles por su
ubicacion en la vecindad del epitopo diana, b) algunas variantes portan mas de una
mutacion, lo cual dificulta definir el papel de cada una, y c) otras mutaciones no aportan
informacion debido a que afectan a los aminoacidos que determinan la estructura



global del antigeno (los residuos de cisteina y los que forman el nicleo no expuesto al
solvente de la proteina).

La alternativa desarrollada en el presente trabajo es la combinacién de la presentacion
del antigeno sobre fagos filamentosos'® con la mutagénesis de Kunkel**, y ha permitido
delinear mapas funcionales mucho mas precisos y detallados de los epitopos***3. El
procedimiento consta de tres etapas. La primera es la confirmacion de la antigenicidad
y el plegamiento correcto del antigeno diana sobre los fagos. Una vez cumplido este
requisito, se realiza una primera exploracion de la superficie antigénica a través de la
introduccion de los cambios presentes en una proteina relacionada no reconocida por
el anticuerpo de interés (usualmente el antigeno homélogo de otra especie). Se
identifican asi una 0 mas posiciones criticas que contribuyen a la formacion del epitopo
y sefialan la regién antigénica reconocida. En algunos casos es preciso introducir
simultAneamente varias mutaciones inter-especies en posiciones cercanas para
detectar la regién antigénica relevante®. En otros, a pesar de no encontrarse
posiciones criticas por esta via, se puede asumir que la region antigénica involucrada
es la misma que la de otro anticuerpo competidor*?. Después de identificar una regién,
se procede a su exploracion exhaustiva por aleatorizacion sitio-dirigida. El patron global
de tolerancia a los cambios en cada posicion indica aquellos residuos que son criticos
para el reconocimiento, otros que contribuyen a la formacion del epitopo, e incluso
define cuales son las propiedades (tamafio de la cadena lateral, carga, hidrofobicidad,
caracter aromatico) que contribuyen a la interaccion. Esta estrategia de diversificacion
es mas informativa que la introduccién de mutaciones predisefiadas como la sustitucion
por alaninas. Tanto la mutagénesis de Kunkel como el tamizaje de la antigenicidad de
las variantes presentadas sobre fagos filamentosos pueden ejecutarse en placas de
microtitulacién de 96 pocillos**. El formato miniaturizado, junto a la sencillez y rapidez
de ambas técnicas permite un alto flujo en la identificacion de epitopos. El hecho de
concentrar la exploracidbn por mutagénesis en una region antigénica de interés ya
identificada aumenta la eficiencia, al evitar el andlisis de variantes irrelevantes, como
las que se generan por diversificacion al azar. La versatilidad de la técnica desarrollada
ofrece la posibilidad adicional de confirmar la identidad de los epitopos por trasplante
de los residuos relevantes sobre una armazén proteica no reconocida, también
presentada sobre fagos filamentosos**3.

Exploracion de la superficie antigénica por mutagénesis combinatoria para
generar mapas funcionales mas completos

A pesar de su alta precisién y su utilidad, la estrategia de mapeo anterior tiende a
subestimar los efectos de aquellos residuos que, sin ser individualmente criticos,
contribuyen de manera aditiva o cooperativa a la formacién de los epitopos. Esta
limitacion puede conducir a mapas funcionales incompletos. Cuando el reconocimiento
antigénico depende de los efectos combinados de un conjunto de interacciones
(débiles por si solas), puede incluso resultar imposible la identificacion de residuos
relevantes por mutagénesis sitio-dirigida y la localizacion de los epitopos. Este reto
llevdo al desarrollo de una segunda estrategia de mapeo, también basada en la
presentacion del antigeno diana sobre fagos filamentosos, pero que se distingue por
una forma diferente de explorar su superficie: la mutagénesis combinatoria®®. Su



esencia es la aleatorizacién simultanea de segmentos o grupos discretos de residuos
en grandes bibliotecas derivadas del antigeno. De ese modo se detectan las variantes
gue dejan de ser reconocidas como consecuencia de la modificacién del conjunto de
residuos que contribuyen a la formacion del epitopo. La robustez de este enfoque se
incrementa al complementar los resultados de pérdida de reconocimiento con la
seleccidon de variantes mutadas que si son reconocidas por el anticuerpo de intereés.
Estas variantes positivas muestran regularidades en sus secuencias que apuntan hacia
la contribucion de determinados residuos que, aun sin ser individualmente criticos,
tienden a conservarse®. Asi pueden delinearse mapas funcionales muy completos de
los epitopos, donde se destacan todos los contribuyentes (principales o minoritarios) a
la union. Esta estrategia de mapeo permitié expandir la aplicabilidad de la plataforma
desarrollada a aquellos epitopos dificiles de mapear por mutagénesis individual™®.

La seleccidon de moléculas que portan un conjunto de aminoacidos que determinan la
union al anticuerpo de interés (a partir de las bibliotecas de variantes mutadas del
antigeno) es similar a uno de los métodos mas comunes de mapeo epitépico (el
tamizaje de bibliotecas aleatorias de péptidos que simulan en cierta medida a los
epitopos originales'®). A pesar de las coincidencias técnicas entre ambos enfoques, la
mutagénesis combinatoria sobre el antigeno brinda resultados mucho mas confiables,
pues los grupos de residuos seleccionados estan en su contexto natural (el antigeno
completo correctamente plegado) y tienen por tanto una alta probabilidad de reproducir
las interacciones del epitopo original. Esta nueva alternativa conserva las ventajas
introducidas por las bibliotecas peptidicas (la posibilidad de tamizar cientos o miles de
millones de moléculas en condiciones de alto flujo) y supera su principal limitacion: el
riesgo de obtener mimotopos que establezcan nuevas interacciones con el paratopo de
interés y no se parezcan realmente, ni desde el punto de vista estructural ni funcional, a
los epitopos que se persigue identificar'’.

Aplicaciones y perspectivas futuras

La primera aplicacion de la plataforma de mapeo desarrollada fue el descubrimiento de
las bases moleculares de la dicotomia funcional de los anticuerpos anti-IL-2. Desde el
hallazgo de que los inmunocomplejos formados por la IL-2 con diferentes anticuerpos
(todos neutralizantes in vitro) pueden tener fuertes efectos inmunopotenciadores o
inmunorreguladores in vivo, se habia especulado que la especificidad fina del
anticuerpo es el factor determinante de una u otra funcién'®. La magnitud de ambos
efectos hace que, ademas de revelar distintas facetas de la biologia de la IL-2, los
diferentes inmunocomplejos sean Utiles para la destruccion de tumores o para el
tratamiento de las enfermedades autoinmunes®®. Nuestro estudio demostré por primera
vez que los epitopos reconocidos por anticuerpos anti-IL-2 inmunopotenciadores e
inmunorreguladores se localizan en regiones divergentes de la molécula*®*®. Su
reconocimiento conduce al blogueo diferencial de las interacciones de la IL-2 con las
distintas subunidades con su receptor. También se dilucidaron los epitopos reconocidos
por anticuerpos neutralizantes contra el EGF humano™.

Ademas de las aplicaciones descritas en el presente trabajo, la plataforma desarrollada
se ha continuado explotando en nuestro laboratorio y en colaboracion con otros grupos



del pais. Se caracteriz6 la especificidad fina del anticuerpo nimotuzumab (registrado
por el CIM para la terapia de tumores), que lo distingue de otros anticuerpos
comerciales contra la misma diana (el receptor del EGF) °. Se utilizaron métodos
similares para el descubrimiento del epitopo reconocido por un anticuerpo anti-VEGF
obtenido en el CIGB?.

El desarrollo de una plataforma eficiente y confiable para el mapeo de epitopos ha
situado al grupo de Ingenieria de Proteinas del CIM en una posicidon de avanzada en
esta materia®, y ha brindado herramientas nuevas a los investigadores interesados en
comprender las bases moleculares de las funciones de los anticuerpos. Su
disponibilidad debe contribuir a acelerar la obtencion de moléculas terapéuticas
derivadas de la biotecnologia, campo dentro del cual los anticuerpos son uno de los
grupos de drogas mas representados y exitosos.
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