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Sintesis

Diversas biomoléculas han sido identificadas como blancos para el tratamiento del céncer,
empleando por ejemplo anticuerpos monoclonales. En este trabajo se estudiaron tres
anticuerpos (14F7, P3 y 1EI10) relacionados con el gangliésido N-glicolil-GM3, un antigeno
tumor-especifico. Ademds se estudid el anticuerpo Nimotuzumab, dirigido contra el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que es un antigeno asociado a tumores. Se
construyeron los modelos de los complejos formados por estos anticuerpos con sus antigenos.

Estos modelos concuerdan con datos experimentales previos y otros presentados en esta tesis.

Las estructuras cristalinas de los anticuerpos 14F7 y P3 sirvieron como punto de partida para
proponer sendos modelos tedricos de sus complejos con el gangliésido. Ademds, para el
anticuerpo 1E10, anti-idiotipo del P3, se propuso un mecanismo que describe su capacidad de

generar anticuerpos anti-gangliésidos N-glicolilados, cuando es usado como vacuna.

Usando la estructura cristalina del Nimotuzumab, se obtuvo un modelo de su complejo con el
EGFR. Este modelo predice un mecanismo de inhibicion de la sefializacién a través de este
receptor, que es diferente al descrito para otros anticuerpos anti-EGFR. Este nuevo mecanismo

explica la baja toxicidad del Nimotuzumab en los diferentes ensayos clinicos.

El enfoque estructural de esta tesis condujo a la postulacion de mecanismos novedosos de
mimica de gangliésidos por anticuerpos anti-idiotipos, y de inhibicion de la activacion del
EGFR. Estos resultados contribuyen a la comprension de las propiedades antitumorales de

anticuerpos especificos por estos blancos.
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1 Introduccion

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por la proliferacion descontrolada de las
células, la invasividad hacia tejidos vecinos y las metastasis a otros 6rganos a través de los
nodos linfaticos o la sangre. Practicamente todos los cidnceres son causados por anormalidades

en el material genético de las células tumorales.

Las células tumorales pueden ser identificadas por la expresion de ciertas moléculas que le
conceden a estas ventajas para la proliferacion con respecto a los tejidos normales. Estas
moléculas pueden ser tnicamente expresadas por las células tumorales, en cuyo caso se les
denomina como antigenos tumor-especificos, o pueden tener una expresion diferencial en estas
células, llamdndose entonces antigenos tumor-asociados. La identificacién de estas moléculas
es importante para el diagndstico del cincer y, mds aun, provee nuevos blancos para el

tratamiento de esta enfermedad.

El Centro de Inmunologia Molecular (CIM) ha orientado parte de su trabajo hacia el
desarrollo de terapias activas y pasivas, que tienen como blancos el gangliésido N-glicolil
(NeuGc) GM3 (Fernandez y cols., 2003), que es un antigeno tumor-especifico, y el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, siglas del inglés ‘“epidermal growth factor
receptor”) (Gonzdlez y cols., 2007; Ramos y cols., 2006; Ramos y cols., 2006; Vazquez y cols.,
1995), un antigeno tumor-asociado. Dos anticuerpos monoclonales (AcMs) diferentes,
llamados P3 (Vazquez y cols., 1995) y 14F7 (Carr y cols., 2000), han sido desarrollados contra
el gangliésido NeuGcGM3, asi como el anticuerpo 1E10 (Véazquez y cols., 1998), que es un
anti-idiotipo del P3. Por otro lado, contra el EGFR se gener6 un AcM murino (Fernandez y
cols., 1992), del cual se obtuvo posteriormente su version humanizada, denominada

Nimotuzumab (también conocida como h-R3) (Mateo y cols., 1997).

La forma N-acetilada del gangliésido GM3 (NeuAcGM3) se encuentra ampliamente
distribuida en los tejidos humanos normales. En contraste, su variante N-glicolilada, el
NeuGcGM3, es expresada por algunos tipos de células tumorales (Carr y cols., 2000;
Marquina y cols., 1996), mientras que su presencia en cé€lulas de tejidos normales es

practicamente indetectable (Malykh y cols., 2001). Esto hace que el NeuGcGM3 se considere



un antigeno tumor-especifico.

El AcM P3 es una inmunoglobulina de ratén de isotipo IgM que reconoce varios gangliosidos
N-glicolilados y sulfatidos (Véazquez y cols., 1995). El P3 es capaz de distinguir tumores
humanos de tejidos normales (Alfonso y cols., 2002; Vazquez y cols., 1995). De manera
similar, el AcM 14F7 también se generd contra el gangliésido NeuGecGM3, pero con una
estrategia de inmunizacion diferente, y a diferencia del P3, s6lo reconoce a este antigeno (Carr
y cols., 2000). Las variantes N-acetilada y N-glicolilada del gangliosido GM3 sélo se
diferencian entre si en el cambio de un 4tomo de hidrégeno en la primera por un grupo
hidroxilo en la segunda. Sin embargo, los anticuerpos P3 y 14F7 son capaces de discriminar

entre estas dos variantes.

El AcM anti-idiotipico 1E10 se generé mediante la inmunizacién de ratones con el AcM P3, y
se selecciond por su capacidad de bloquear la unién del P3 con el NeuGeGM3 (Vazquez y
cols., 1998). En los pacientes inmunizados con el 1E10 se generaron anticuerpos capaces de
reconocer gangliésidos N-glicolilados (Alfonso y cols., 2002; Diaz y cols., 2003; Guthmann y
cols., 2006; Hernandez y cols., 2008; Neninger y cols., 2007). Este resultado también se
obtuvo en pollos (Hernandez y cols., 2008), donde, al igual que en los humanos, estos

antigenos no estan presentes en los tejidos normales (Miyoshi y cols., 1982).

Las interacciones idiotipo-antiidiotipo han sido estudiadas desde el punto de vista estructural
en muy pocos casos, mediante la determinaciéon de la estructura de los complejos
idiotipo/ligando e idiotipo/anti-idiotipo. Como ejemplo, estd el caso de los complejos del
anticuerpo anti-lisozima D1.3 con la lisozima (D1.3/lisozima), y con su anti-idiotipo el AcM
E5.2 (Fields y cols., 1995). En este estudio se encontrd cierta mimica estructural entre los
epitopos de la lisozima y del AcM ES5.2. Esta mimica, llamada funcional, se caracteriza porque
gran parte de las interacciones que se establecen entre, tanto la lisozima como el anticuerpo
anti-idiotipo E5.2, con el AcM D1.3, son a través de grupos quimicos similares, ubicados en
posiciones espaciales equivalentes, y no debido a una réplica topoldgica exacta. Otro ejemplo
son las estructuras de los complejos formados por el anticuerpo anti-HIV-1 2F5 con su
ligando, la proteina gp120, y con su anti-idiotipo el AcM 3H6, respectivamente (Bryson y

cols., 2008). En esta ocasion, no se encontraron evidencias de mimica estructural entre el
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ligando y el anticuerpo anti-idiotipo.

El EGFR, por otra parte, es una glicoproteina que estd involucrada en la proliferacion de la
células de origen epitelial. La activacion del EGFR se debe fundamentalmente a su
homodimerizacién, la cual acerca sus dominios tirosina cinasa, que se fosforilan e inician la
sefial para la proliferacion celular (Garrett y cols., 2002; Ogiso y cols., 2002). Para que ocurra
esta dimerizacion, el receptor tiene que sufrir un cambio conformacional que lo haga pasar de
su conformacion inactiva a la activa (dimerizante) (Ferguson y cols., 2003). Esta conformacién
activa es estabilizada en presencia de sus ligandos, el factor de crecimiento epidérmico (EGF,
siglas del inglés “epidermal growth factor”) y el factor a transformador del crecimiento
(TGFa, siglas del inglés “transforming growth factor o’”) (Dawson y cols., 2007; Ferguson y
cols., 2003). La correlacion que existe entre la sobre-expresion del EGFR y el desarrollo de
tumores, lo ha hecho un blanco atractivo para la terapia del cancer (Ciardiello, F. and
Tortora,G., 2008). Se han desarrollado dos enfoques principales para inhibir la sefalizacion a
través del EGFR en las células tumorales. Uno de ellos consiste en el uso de pequeias
moléculas que bloquean la fosforilacién de los dominios intracelulares tirosina cinasa (Zhang
y cols., 2007). El segundo se basa en el uso de diferentes AcMs (Friedldnder y cols., 2008) que
reconocen especificamente el dominio extracelular del EGFR (eEGFR), y que inhiben la

sefializacion a través de este.

El AcM Nimotuzumab inhibe la actividad del EGFR debido a que bloquea su interaccién con
el EGF (Mateo y cols., 1997). Para otros anticuerpos anti-EGFR, como el Cetuximab y el
IMC-11F8, se determind la estructura, por cristalografia de proteinas, de los complejos
formados entre estos anticuerpos y el EGFR (Li y cols., 2005; Li y cols., 2008). De esta
manera, se observd que estos anticuerpos inhiben la actividad del receptor no solo porque
bloquean directamente la unién de sus ligandos, sino ademds porque impiden el cambio

conformacional necesario para su dimerizacion.
Teniendo en cuenta estos antecedentes se formularon las siguientes hipétesis de trabajo:

e Los AcMs 14F7 y P3 usan grupos quimicos similares en su interaccién con el
gangliésido NeuGecGM3, que le permiten discriminar entre este ligando y su variante

N-acetilada. Ademas, el AcM 1EI0 porta una mimica funcional del gangliésido
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NeuGcGM3, que le permite generar una respuesta de anticuerpos especifica por

ganglidsidos N-glicolilados.

e El AcM Nimotuzumab se une al EGFR por una zona donde solapa parcialmente el sitio

de unién del EGF e impide que el receptor adopte su conformacién activa..
Para aceptar o refutar estas hip6tesis nos trazamos los siguientes objetivos:

e Obtener las estructuras cristalogréficas de los fragmentos Fab de los AcMs 14F7, chP3

y Nimotuzumab

e Obtener modelos, con detalles a nivel atomico, de la interaccion entre el ganglidsido
NeuGcGM3 y los anticuerpos P3 y 14F7, respectivamente, y del P3 con su antiidiotipo
1E10.

e Construir un modelo del complejo formado entre el AcM Nimotuzumab y el EGFR,

que permita describir a nivel molecular la interaccion entre estas dos moléculas.

La novedad cientifica de este trabajo reside fundamentalmente en la propuesta de un
mecanismo de mimica funcional del gangliésido NeuGcGM3 por el AcM 1E10, asi como la
postulaciéon del mecanismo mediante el cual el anticuerpo Nimotuzumab bloquea la

sefializacion a través del EGFR.

La importancia practica de estos resultados estd en su aporte a la comprension de los
mecanismos antitumorales de la vacuna anti-idiotipica 1E10 y del Nimotuzumab. El mejor
entendimiento de las bases moleculares de la vacuna antiidiotipica 1E10 pudiera tener impacto
en el desarrollo futuro de vacunas proteicas que mimeticen carbohidratos. Por otra parte, para
el AcM Nimutuzumab se propuso un mecanismo novedoso de inhibicion de la sefalizacion a
través del EGFR. Esto permite una diferenciacién con respecto a otros anticuerpos anti-EGFR
que también se encuentran en la clinica, asi como una posible explicacién de kas bases
moleculares del mejor perfil de seguridad mostrado por este anticuerpo en los diferentes

ensayos clinicos.

Los resultados presentados en esta tesis forman parte de tres publicaciones cientificas, una

publicada en la revista Journal of Biological Chemistry, otra en Cancer Research y la otra en
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Molecular Immunology. Estos trabajos también se han presentado en diferentes eventos

nacionales e internacionales.
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2 Revision Bibliografica
2.1 Los anticuerpos

2.1.1 Estructura de los anticuerpos

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son glicoproteinas producidas por el sistema inmune de
los vertebrados para la deteccién y neutralizacion de una amplia gama de antigenos. Las
inmunoglobulinas monoméricas como la IgG1 estdn compuestas por dos cadenas ligeras (L)
de 25 kDa cada una, y dos cadenas pesadas (H, abreviatura del inglés “heavy”) de 50 kDa cada
una. Una molécula de anticuerpo puede ser dividida en tres grandes fragmentos: dos Fabs
idénticos y un Fc (Figura 2.1A). Cada fragmento Fab contiene una cadena ligera completa
(dominios variable y constante, VL y CL, respectivamente) y los primeros dos dominios
(variable y constante, VH y CHI, respectivamente) de una de las cadenas pesadas. El
fragmento Fc estd formado por los otros dos dominios constantes de las dos cadenas pesadas

(CH2 y CH3), con una cadena de carbohidratos unida a cada uno de los dominios CH2.

A B

CDR loops

Fab

Figura 2.1. Estructura de anticuerpo. A) Vista general de la estructura de un anticuerpo. La cadena
pesada en negro y las cadenas ligeras en gris. Las diferentes partes y dominios estdn sefialadas. B)
Ampliacién de la regién variable (Fv) del anticuerpo.
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La amplia diversidad de especificidades de los anticuerpos estd determinada por los dominios
N-terminales de las cadenas ligera y pesada, conocidos en conjunto como fragmento Fv, que es
variable en secuencia. La mayor variabilidad de este fragmento estd concentrada en las

regiones hipervariables, que consisten en seis lazos (tres de las cadena ligera y tres de la

pesada) que conectan los hilos B de la parte superior de la regiéon Fv. Los aminodcidos
presentes en estos lazos son los responsables de la especificidad de los anticuerpos y
conforman la mayor parte de la superficie de interaccién con el ligando. Por esta razén, estos
lazos son denominados como ‘“regiones determinantes de la complementariedad” (CDRs,
siglas del inglés “complementarity determining regions”) (Figura 2.1B). Los CDRs estin
definidos en el dominio VL entre los residuos de aminoacidos del 24-34 (CDR1), del 50-56
(CDR2) y del 89-97 (CDR3). En el dominio VH, el CDRI1 estd ubicado entre los residuos
31-35, el CDR2 entre el 50-65 y el CDR3 entre el 95-102 (en todos los casos segun la
numeracién de Kabat). El CDR3 del dominio VH (CDR H3) es particularmente variable
(Padlan, 1994). Los CDRs estdn flanqueados por segmentos de secuencia mds conservados
llamados marcos (FR, abreviaturas del inglés “framework’), que estdn altamente conservados

entre anticuerpos diferentes de una misma familia.

A pesar de su variabilidad, se ha observado que los CDRs, en su mayoria, adoptan
conformaciones espaciales discretas: las llamadas estructuras canénicas. Las mismas parecen
ser determinadas por la naturaleza de un pequefio nimero de residuos de los FRs, que
interactian con los CDRs (Chothia y cols., 1989; Chothia y Lesk, 1987; Tramontano y cols,
1990). Estas estructuras aparecen en los CDRs de la mayoria de las regiones variables de
diferentes anticuerpos analizados por cristalografia (Chothia y Lesk, 1987). Los FRs influyen
en los CDRs de forma tal que pequefias variaciones en su arquitectura afectan la topografia de

la superficie del CDR.

Los fragmentos Fab de los anticuerpos son unas de las proteinas mas estudiadas desde el punto
de vista estructural, con cerca de mil estructuras depositadas en la base de datos de estructura
de macromoléculas bilogicas (PDB, siglas del inglés “Protein Data Bank™) (Berman y cols.,

2003). De manera general, la estructura de los fragmentos Fab estd bien conservada. Cada

dominio del fragmento Fab (CH1, VH, CL y VL) estd formado por dos hojas § (B-sandwich),
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unidos por un puente disulfuro.

2.1.2 Humanizacion de anticuerpos

La generacion de AcMs se basa mayormente en la tecnologia de hibridoma (Koéhler y Milstein,
1975). Esta tecnologia consiste en la fusion de esplenocitos, usualmente de ratones
previamente inmunizados con el antigeno deseado, con células de mieloma murino. El mayor
inconveniente para el uso de estos anticuerpos en humanos es la inducciéon de anticuerpos
humanos anti-ratén (Klee, 2000), conocida como respuesta HAMA (siglas del inglés “Human
Anti-Mouse Antibodies”), lo que resulta en una rapida eliminacién de los anticuerpos de raton
circulantes. Por esta razén, se hace necesario el uso de la ingenieria genética para la

humanizacién de estos anticuerpos para su uso en pacientes.

Los procedimientos mds comunes para reducir la inmunogenicidad de los anticuerpos murinos
son la construccién de anticuerpos quiméricos (Morrison y cols., 1984) y el injerto de los
CDRs (Riechmann y cols., 1988). Los anticuerpos obtenidos por estos métodos se diferencian
en la proporcion del anticuerpo murino original que es conservado en la version humanizada.
Un anticuerpo quimérico mantiene la region Fv de ratén, mientras que el resto proviene de una

inmunoglobulina humana. En la otra variante, los CDRs murinos se injertan en FRs humanos.

Usando la amplia gama de especificidades que puede ser generada, los anticuerpos han sido
usados para el tratamiento y diagndstico de varias enfermedades. La agencia regulatoria para
medicamentos y alimentos de los Estados Unidos (FDA, en inglés “Food and Drug
Administration”) ha aprobado, hasta el momento, el uso de 26 anticuerpos para su uso en

humanos.

2.1.3 Los anticuerpos anti-idiotipo
En 1974 Niels Jerne propuso la teoria de la red idiotipica (Jerne, 1974), que plantea que el

sistema inmune es controlado internamente por una red de idiotipos y anti-idiotipos. Se le
denomina idiotipo al conjunto de determinantes epitdpicos asociados a la region variable de
las inmunoglobulinas. Por otra parte, los anticuerpos portan sitios de combinacién con los
antigenos convencionales, que a su vez pueden ser reconocidos por otras moléculas de

inmunoglobulina. Jerne denomind este sitio como paratopo.
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Jerne postulé que los idiotipos podian constituir dianas regulatorias del sistema inmune y que
existian parejas de regiones V complementarias que coexistian en el repertorio de cada
individuo. En una version posterior (Jerne, 1984), propuso que la linea germinal codificaba
“pares” de autoanticuerpos y anticuerpos anti-idiotipo dirigidos contra los mismos, que de esta
forma establecian series de anticuerpos interactuantes (Abl, Ab2, Ab3, ...). El postulado
fundamental de la teoria de la red idiotipica es que debido a la extraordinaria diversidad de las
regiones variables en las inmunoglobulinas, estas expresan idiotopos que reaccionan
cruzadamente con un gran nimero de epitopos, si no con todos. Por lo tanto, en la coleccién
de idiotopos del individuo existe una configuracion molecular similar a las encontradas en los
determinantes de los antigenos involucrados en la inmunizacién natural o experimental. Los
anticuerpos portadores de estos idiotopos miméticos, pueden interactuar con los anticuerpos
antigeno-especificos. Un anticuerpo antigeno-especifico, denominado Abl, presenta multiples
idiotopos, por lo que la respuesta anti-idiotipica es muy heterogénea y se clasifica
frecuentemente de la siguiente forma: Ab2a, que reconocen idiotopos en el Abl que no estdn
relacionados estructuralmente con el sitio de combinaciéon con el antigeno; Ab2B, que
reconocen el idiotopo que corresponde con el sitio de unién con el antigeno (paratopo) y
mimetizan el epitopo reconocido por el Abl; Ab2y, que reconocen idiotopos asociados
estructuralmente con el sitio de combinacién del Ab1 con el antigeno, pero no son capaces de

mimetizarlo.

De la teoria de la red idiotipica postulada por Jerne, se deriva la posibilidad de la presentacion
de epitopos antigénicos mediante la utilizacién de anticuerpos anti-idiotipo de la clase Ab2p.
Esto se basa en la capacidad que tienen estos anticuerpos de mimetizar de alguna manera el

antigeno original.

En un principio se pens6 que los anticuerpos Ab2 podian verse como copias estereoquimicas
de los antigenos nominales (Bona y cols, 1984), lo cual no era evidente para antigenos de
origen no proteico. Anos mds tarde, estudios a partir de la determinacién de las estructuras por
difraccion de rayos X de los complejos formados entre el fragmento Fv del anticuerpo D1.3
(Abl) con la lisozima y con el fragmento Fv de su AcM anti-idiotipo E5.2 (Ab2p), el cual

induce una respuesta anti-lisozima cuando es usado como inmundgeno, demostraron que la
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mimica del Ab2p es funcional (Braden y cols., 1996; Fields y cols., 1995). Esto significa que el
Ab2, mas que ser una réplica topoldgica, provee interacciones con el Abl similares a las del
antigeno, lo cual daba una explicacién mds acertada acerca de la mimica de antigenos no

proteicos.

Los anticuerpos Ab2fB han sido utilizados para la obtencién de respuesta contra antigenos
tumor-asociados. Los antigenos tumor-asociados son frecuentemente componentes normales
del organismo, que inducen una baja respuesta en pacientes con céancer debido a los
mecanismos de tolerancia inmunoldgica. Estos problemas se intensifican cuando los antigenos
son de naturaleza no proteica, ya que por lo general son menos inmunogénicos y se

caracterizan por provocar respuestas timo-independientes (Livingston, 1995).

2.2 Ganglidsidos

2.2.1 Estructura, localizacién y funcion

Los gangliésidos son glicoesfingolipidos que contienen acido sidlico en su estructura. Estas
moléculas estdn compuestas por una cadena ceramida (N-acil-esfingosina) con caracteristicas
hidrofébicas, y una parte polar compuesta por un oligosacarido lineal de hasta cuatro residuos
neutros al que se encuentran unidos uno o mas residuos de 4cido sidlico. Este ultimo tiene
como configuraciones més frecuentes el dcido N-acetil (NeuAc) neuraminico (NANA, siglas
del inglés “N-acetyl neuraminic acid”) y el acido N-glicolil (NeuGc) neuraminico (NGNA,

siglas del inglés “N-glycolyl neuraminic acid”).

La sintesis de los gangliésidos ocurre en el reticulo endoplasmaético y el aparato de Golgi. Las
enzimas glicosiltransferasas y sialiltransferasas catalizan la transferencia de mondémeros de

azucares a la molécula de ceramida (Maccioni, 2007).

La insercion de los gangliésidos en la monocapa lipidica exterior de la membrana de los
vertebrados tiene una importante contribucion a la carga negativa de la superficie celular.
Estas moléculas mayormente se encuentran formando parte de estructuras supramoleculares
ricas en colesterol con menor fluidez que el resto de la membrana, llamadas parches lipidicos

(Simons y Ikonen, 1997).
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Los gangliésidos estdn involucrados en una gran diversidad de procesos biolégicos. Pueden
actuar en la unién o liberacién de transmisores (Cumar y cols, 1978), la regulacion del ciclo
celular (Usuki y cols, 1988), la diferenciacion celular (Spiegel y Merrill, 1996), la regulacion
de la embriogénesis (Yamashita y cols, 1999), la adhesion célula-célula (Hakomori Si, 2002), y
la transduccion de sefiales (Allende y Proia, 2002). Ademds, se les ha asignado un papel

importante en los eventos de progresion tumoral y metastizacion (Birklé y cols., 2003).

Esta diversidad de funciones de los gangliésidos estd dada por su expresion diferenciada de
acuerdo al tipo de célula o a la etapa de diferenciacién en que se encuentre (Nagai y Iwamori,
1984; Reglero y cols., 1982; de Mello Coelho y cols, 2004). Por ejemplo, las células de
melanoma humano presentan una elevada expresion de gangliésidos GM3 y GD3, mientras
que los melanocitos normales solo expresan el GM3 (Portoukalian y cols, 1987). En
carcinomas renales se ha detectado el incremento de la expresion de los gangliésidos GDla,
GMI1 y GM2 con respecto a las células normales del rindén (Hoon y cols, 1993). El gangliésido
GD2 estd en altos niveles en el suero de pacientes con neuroblastoma y retinoblastoma
(Ladisch y cols., 1987; Portoukalian y cols, 1993). El GM3 también aumenta su expresion en

pacientes con hepatoma y carcinoma de cabeza y cuello (Portoukalian y cols, 1989).

2.2.2  Ganglissidos N-glicolilados

La expresion de los ganglidsidos N-glicolilados por algunas células tumorales humanas, es
otro de los cambios en la expresion de estos glicoesfingolipidos durante la transformacion

neoplésica.

La tnica diferencia entre las variantes NANA y NGNA radica en que la primera presenta un
hidrégeno unido al radical acilo que se encuentra sustituyendo al nitrégeno del 4cido sidlico,

mientras que la segunda tiene un grupo hidroxilo en esta posicion (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Dibujo esquematico de la estructura trisacaridica del gangliésido GM3, donde se observan
las ligeras diferencias quimicas entre las variantes N-acetil (NeuAc) y N-glicolil (NeuGc).

Los gangliésidos que contienen NANA estdn expresados constitutivamente en los tejidos
humanos, mientras las variantes que contienen NGNA no se encuentran en los tejidos
normales (Malykh y cols., 2001). Los pollos tampoco expresan gangliésidos N-glicolilados en

sus tejidos (Ledeen y Yu, 1982; Miyoshi y cols., 1982).

La biosintesis de NGNA no ocurre en los humanos debido a la inactivaciéon de la enzima
monofosforil citidina-N-acetil dcido sidlico hidroxilasa, que es la encargada de catalizar la
transformaciéon de NANA a NGNA. Esta inactivacion es causada por la eliminacién de 92
pares de bases del segmento génico que codifica su porcién N-terminal (Chou y cols., 1998;
Irie y Suzuki, 1998). Sin embargo, se ha detectado la presencia de gangliosidos N-glicolilados
en varios tumores humanos, como melanomas y retinoblastomas (Higashi y cols, 1988), en
tumores de células germinales y en céncer de colon ((Miyake y cols, 1990; Watarai y cols,
1995). En particular, se ha demostrado la expresiéon del gangliésido NeuGcGM3 en el
carcinoma ductal infiltrante de mama (Marquina y cols., 1996; Oliva y cols., 2006), asi como
en células de melanoma (Carr y cols., 2000). Se ha postulado que la dieta es la principal fuente
de los gangliésidos N-glicolilados (Tangvoranuntakul y cols., 2003), y su incorporacion
preferencial a las células tumorales se debe al metabolismo acelerado de estas (Bardor y cols.,

2005).

2.2.3  Anticuerpos anti-gangliésidos

El papel de los gangliésidos en la modulacién del sistema inmune, asi como la variacién en
sus patrones de expresion durante el desarrollo de ciertos tumores, los han hecho atractivos

para la terapia del cancer. Estas moléculas han sido blanco de terapias pasivas con anticuerpos
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(Modak y Cheung, 2007) y de vacunas (Fernandez y cols., 2003).

Varios anticuerpos anti-gangliésidos han sido usados en la clinica. Por ejemplo, el AcM R24
(Kirkwood y cols., 2000) y el AcM KMS871 (Scott y cols., 2005), que reconocen el GD3, han
mostrado una respuesta clinica caracterizada por la presencia de un infiltrado de linfocitos
CD4+ en el tumor y una respuesta citotéxica mediada por células dependiente de anticuerpos.
Anticuerpos anti-GD2 usados en ensayos clinicos fase I/Il en neuroblastoma también han
mostrado buenos resultados, debido a su accién directa (Simon y cols., 2005) o conjugados a
iodo 131 (Dauer y cols., 2007). Otro blanco de interés es el gangliésido NeuAcGM3. Ese es el
caso del anticuerpo L612, que reconoce este ganglidsido, y que induce una respuesta favorable

en pacientes de melanoma metastasico (Azuma y cols., 2007).

2.2.3.1 Los anticuerpos monoclonales 14F7 y chP3

El 14F7 es un AcM murino que reconoce el gangliésido NeuGecGM3 (Carr y cols., 2000), e
induce muerte celular en lineas de células tumorales que expresan este ligando (Carr y cols.,
2000). Este anticuerpo ha sido usado para el radio-inmunodiagnéstico en pacientes de cdncer
de mama (Oliva y cols., 2006). El AcM 14F7 posee propiedades antitumorales tanto in vitro
como in vivo contra células malignas que expresan el NeuGecGM3 (Carr y cols., 2000; Roque-
Navarro y cols., 2008). El mecanismo de muerte celular que induce el 14F7 es independiente
de complemento y dependiente de la presencia del ganglidsido, y provoca la pérdida de la

integridad de la membrana celular (Roque-Navarro y cols., 2008).

El AcM P3 es un anticuerpo murino de isotipo IgM generado en el CIM. Se obtuvo mediante
la fusién de esplenocitos de un ratébn BALB/c previamente inmunizado con liposomas que
contenian gangliésido NeuGcGM3 y toxoide tetdnico, con células del mieloma murino P3X63
(Vazquez y cols., 1995). Este anticuerpo reconoce varios tipos de ganglidsidos que contienen
el NGNA, pero no sus variantes acetiladas. Ademads, se ha detectado su unién a glicolipidos
sulfatados (Moreno y cols., 1998; Vazquez y cols., 1995). Mediante el uso de pruebas
inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas, se ha demostrado que el AcM P3 reconoce lineas
celulares y tejidos de tumores de mama y melanoma (Alfonso y cols., 2002; Vazquez y cols.,

1995).
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Cuando este anticuerpo se usa para la inmunizacién de ratones BALB/c, genera una fuerte
respuesta anti-idiotipica, ain en la ausencia de adyuvantes o proteinas transportadoras
(Vazquez y cols., 1998). El dominio VH del AcM P3 es el principal responsable de su
inmunogenicidad y de la unién a su ligando (Lopez-Requena y cols., 2007a; Lépez-Requena y
cols., 2007b). La arginina 31 de la cadena pesada (Arg H31) es imprescindible para la unién
tanto del gangli6sido NeuGecGM3 como de sus AcMs anti-idiotipo, ya que la mutacién de este
residuo por serina abroga completamente la union del P3 con ambos tipos de moléculas
(Lépez-Requena y cols., 2007a). Por otra parte, las mutaciones individuales de arginina 98 6
100A por serina, no afectan la interaccién con los anti-idiotipos pero si con el gangliésido

(Lopez-Requena y cols., 2007a; Lopez-Requena y cols., 2007b).

Los dominions VH y VL del P3 se combinaron con los correspondientes dominios constantes
de IgG1 humana y se obtuvo el anticuerpo quimérico chP3 (acrénimo del inglés chimeric P3)
(Lépez-Requena y cols., 2003), el cual a pesar del cambio de IgM murina a IgG humana

mantiene la reactividad con el gangliésido y los AcMs anti-idiotipo.

2.2.4  Anticuerpos anti-idiotipo relacionados con el sistema de los gangliosidos

Varios anticuerpos anti-idiotipo, del tipo Ab2p contra Abl anti-gangliésidos, se han probado
en la clinica para el tratamiento del céncer (Bhattacharya-Chatterjee y cols, 2000). El mas
estudiado de estos es el AcM Bec2, el cual mimetiza al ganglidsido NeuAcGD3 (Chapman y
Houghton, 1991). Este Ab2 se probd en pacientes con tumores de origen neuroectodérmico,
como melanoma y cancer de pulmén de células pequenas (CPCP) (Chapman, 2003). Sin
embargo, un ensayo clinico fase III con Bec2/bacille Calmette-Guerin (BCG) en pacientes de
CPCP fall6 al no prolongar la sobrevida, ni el tiempo libre de progresion, ni la calidad de vida
de los pacientes. Solo se observo respuesta contra el NeuAcGD3 en un tercio de los pacientes,
dentro de los cuales tampoco se encontré un aumento significativo de la sobrevida (Giaccone

y cols, 2005).

Recientemente, de un paciente de neuroblastoma (Uttenreuther-Fischer, y cols, 2006) tratado
con un anticuerpo anti-gangliésido GD2 (Abl) (Mueller y cols, 1990), se derivé un Ab2
candidato a vacuna contra céncer. Las células B del paciente se emplearon para aislar

anticuerpos Ab2 a través de la construccién de bibliotecas de fagos. Se identificaron dos
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anticuerpos que indujeron Ab3 anti-gangliésidos en conejos vacunados. Uno de ellos (GKS) se
propuso como una vacuna potencial para tumores que expresen GD2, debido a su capacidad de
inhibir la unién del Abl al gangliésido y la unién de los Ab2 del suero del paciente al Abl
(Uttenreuther-Fischer y cols, 2006).

2.24.1 EIlAcM IEIO

El AcM anti-idiotipo, o Ab2, 1E10 se obtuvo mediante la inmunizacién de ratones BALB/c
con el AcM P3 acoplado a KLH. El 1E10 reconoce al P3 y bloquea su unién al gangliésido
NeuGcGM3 (Vazquez y cols., 1998).

La administracion por via intravenosa del AcM 1E10 en ratones C57BL/6, que habian sido
inoculados con células de melanoma B 16, provocd la reduccion de las metéstasis pulmonares
en comparacion con ratones tratados con anticuerpos irrelevantes. Un resultado similar se
obtuvo con el crecimiento del tumor mamario F3II y sus metdstasis pulmonares espontaneas,
en ratones BALB/c. Los resultados obtenidos en estos experimentos sugieren la activacion de
mds de un mecanismo de respuesta antitumoral contra células de tumor mamario y melanoma

(Vazquez y cols, 2000).

Este anticuerpo ha sido utilizado en ensayos clinicos con pacientes de melanoma (Alfonso y
cols., 2002), cancer de mama (Diaz y cols., 2003; Guthmann y cols., 2006) y en cancer de
pulmoén de células pequefias (Neninger y cols., 2007) y no pequefias (Alfonso y cols., 2007,
Hernéndez y cols., 2008). En varios de estos pacientes se indujo la produccion de anticuerpos
ADb3 capaces de inhibir la unién del 1E10 al P3. También se detectaron Ab3 con una fuerte y
especifica respuesta contra gangliésidos N-glicolilados (Alfonso y cols., 2002; Diaz y cols.,
2003; Guthmann y cols., 2006; Hernandez y cols., 2008; Neninger y cols., 2007). En
experimentos reallizados en pollos que se inocularon con el AcM 1E10, también se detectaron
anticuerpos Ab3 que reconocian a gangliésidos N-glicolilados (Hernandez y cols., 2005). Por
otro lado, este resultado no se observd cuando el 1E10 se usé para inmunizar modelos
animales como ratones (Vazquez y cols., 1998) o monos (Hernandez y cols., 2005), donde
estos antigenos son propios. Un resumen de lo antes expuesto se presenta esquematicamente en

la Figura 2.3.
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Figura 2.3. Esquema del ciclo completo de

la respuesta anti-idiotipica del ganglidsido

Ab3 NeuGcGM3. En el paso 1 el AcM P3 es
P3

Wy g?% obtenido por la inmunizacién de ratones
/ \% Balb/c con el gangliésido NeuGeGM3. Paso

2, generacion del AcM anti-idiotipico 1E10

Ne,G-GM3

QHOHOH

polyclonal Y por inmunizacién de ratones Balb/c con el
serum ! mAb P3 )
(Ab3) (Ab1) AcM P3 como antigeno. Paso 3, el AcM

1E10 es usado como vacuna en ensayos

clinicos en humanos o inmunizando pollos,
siendo capaz de inducir respuesta de
{E_\kg}’ anticuerpos. Paso 4, los anticuerpos presentes

en el suero de pacientes o pollos (llamados
m'?RQZE)m aqui Ab3p;) reconocen el gangliésido
NeuGcGM3, o sea, el antigeno original.

2.3 Receptor del factor de crecimiento epidérmico

2.3.1 Estructura y funcion

El EGFR es una glicoproteina transmembranaria con un peso molecular de 170 kDa, cuya
cadena polipeptidica consta de 1186 aminodcidos, y contiene 40 kDa de oligosacaridos
enlazados a residuos de asparagina en 11 ¢ 12 sitios potenciales de glicosilacién (Stroop y
cols, 2000; Ullrich y cols, 1984). El EGFR pertenece a una familia de receptores con actividad
tirosina cinasa que inician una cascada de sefializacion intracelular a partir de la union de los
factores de crecimiento. Estas cascadas de sefiales intervienen en diversas funciones biolégicas

como la proliferacién, la migracidn, la diferenciacién y la apoptosis (Holbro y Hynes, 2004).

El EGFR estd compuesto por un dominio extracelular (éEGFR), constituido por cuatro
subdominios (I, II, III y IV), un segmento transmembrana y un dominio tirosina cinasa
intracelular. La principal fuente de activacién de este receptor es la unién de uno de sus
ligandos, como por ejemplo el EGF o el TGFa, a los subdominios I y III. Segtn los datos de
diferentes estructuras cristalinas, se ha visto que con posterioridad a la unién de sus ligandos el
receptor sufre un drastico cambio conformacional, mediante el cual expone el subdominio II,
por el cual homodimeriza (Ferguson y cols., 2003; Garrett y cols., 2002; Ogiso y cols., 2002).

De esta manera, los dos dominios tirosina cinasa intracelulares se acercan y fosforilan,
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comenzando asi la cascada de sefializaciéon. También se ha informado la capacidad de
sefializacion y dimerizacion del EGFR independiente del ligando. Por ejemplo, Kang y
colaboradores (Kang y cols., 2007) demostraron que la incubacion de células de epitelio
intestinal de rata con un inhibidor de la proteina cinasa MEK, llamado U0126, aumentaba la
fosforilacion de este receptor en ausencia de ligando. Por otra parte, Kumagai y colaboradores
(Kumagai y cols., 2003) también observaron que el EGFR es capaz de heterodimerizar con el
receptor pl85c-neu (homologo del ErbB 2 humano, miembro de la familia del EGFR) y

mantener cierto grado de fosforilacion en ausencia de ligando.

La conformacién del dominio extracelular del EGFR se encuentra en un equilibrio entre dos
geometrias, llamadas activa e inactiva (Dawson y cols., 2007; Ferguson y cols., 2003). En la
conformacién activa el subdominio II se encuentra expuesto y listo para la dimerizacidn,
mientras que en la conformacién inactiva este subdominio estd escondido debido a su
interaccion con el subdominio IV. En presencia del ligando el equilibrio se desplaza hacia la
conformacidn activa, lo que provoca una fuerte sefializacion a través de este receptor (Figura
2.4). Por otro lado, en ausencia de ligando, se ha estimado que el 90% de estos receptores estan

en su conformacion inactiva (Dawson y cols., 2007; Ferguson y cols., 2003).

eEGFR untethered eEGFR ligand
conformation dependent dimerization

>90%

e =9 l
eEGFR <h\

tethered conformation

eEGFR untethered eEGFR ligand
conformation independent dimerization

Figura 2.4. Mecanismos de activacién del EGFR, ligando dependiente y ligando independiente. La
activacion ligando dependiente (superior) produce una sefial fuerte de transduccién, mientras que la

activacion ligando independiente (debajo) mantiene a una sefial débil o basal.
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La porcién intracelular del receptor estdi compuesta por una regién yuxtamembrana, un
dominio tirosina cinasa y el lazo regulatorio C-terminal. Estudios estructurales y de
mutaciones puntuales apoyan la idea de que el dominio intracelular tirosina cinasa posee una
conformacidn inactiva en ausencia de ligando (Ferguson y cols, 2008). La estructura cristalina
del dominio tirosina cinasa activado del EGFR sugiere que la fosforilacion de los residuos de
tirosina Tyr992, Tyr1068, Tyr1086, Tyr1148 y Tyr1173 (Boerner y cols, 2003) se produce por la

formacion de un dimero asimétrico que lo activa (Lamers y cols, 2006).

2.3.2 Cascada de senializacion del EGFR

El EGFR estd involucrado en la transduccién de varios tipos de sefiales. Una de ellas estd dada
por la activacidon de proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPKs, siglas del inglés,
“mitogen-activated protein kinases”). Cuando el EGFR se activa, la proteina Grb2 interactia
con €l y a su vez activa el factor de cambio Sos, que entonces activa la proteina Ras. La
cascada continda con la activaciéon de Raf y MEK 1y 2, la fosforilaciéon de MAPK Erk Y2 (del
inglés, “extracelular signal-regulated kinase 1 and 2”), las cuales inducen la expresion de
factores de transcripciéon como Elk-1 y c-fos (Prenzel y cols, 2001). La activaciéon de las
MAPK estéd relacionada con los procesos de division celular, y su actividad descontrolada

puede estar relacionada con el crecimiento de algunos tumores.

El EGFR también puede trasmitir sefiales al nudcleo celular a través de la
fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI3K, acrénimo del inglés, “phosphatidylinositol-3-kinase”). Esta

ultima promueve sefiales anti-apoptéticas por la via del factor de transcripcion k.

Otra via de sefalizacion tiene lugar mediante la activaciéon de una tirosina cinasa
citoplasmadtica llamada c-Src, la cual estd involucrada en procesos mitogénicos (Prenzel y cols,
2001). Esta protefna participa en la activacion del factor de transcripcion y transductor de
seflales 3 (STAT3, siglas del inglés “signal transducer and activator of transcription 3”). Esta
via tiene particular importancia en la proliferacion y sobrevivencia de células tumorales

(Grandis y cols , 1998).

Estos son so6lo algunos ejemplos de las cascadas de sefiales que pueden ser desencadenadas

luego de la activacion del EGFR. De manera general, la sefializacion intracelular a partir de la
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activacion de los receptores ErbB converge en el nicleo, donde los reguladores del ciclo
celular y los factores de transcripcion controlan la respuesta bioldgica a la activacion de dichos

receptores.

2.3.3 Anticuerpos anti-EGFR

Debido al papel del EGFR en la proliferacion celular y la estrecha correlacién entre su sobre-
expresion y el desarrollo del cédncer, esta molécula constituye un blanco atractivo para el
tratamiento de esta enfermedad. De hecho, el EGFR fue la primera proteina de la superficie
celular en ser usada como blanco para la terapia del cancer (Todaro y cols., 1976). Para inhibir
la senalizacion a través de este receptor en las células tumorales, se han seguido dos
aproximaciones principales. Una es el uso de pequefas moléculas que inhiben su actividad
tirosina cinasa (Zhang y cols., 2007) porque interfieren con la unién del ATP al receptor. La
segunda aproximacién consiste en el uso de anticuerpos que reconocen el eEGFR (Friedldander

y cols., 2008), inhibiendo asi su dimerizacion y posterior fosforilacion.

Los anticuerpos Cetuximab (Graham y cols., 2004) y Panitumumab (Giusti y cols., 2007) son
los dos AcMs que reconocen el eEGFR que han sido aprobados por la FDA para el tratamiento
del céancer en diferentes localizaciones. Un tercer anticuerpo, llamado Trastuzumab (Graziano,
1998), dirigido contra otro miembro de la familia del EGFR llamado HER?2, también ha sido
registrado para el tratamiento de algunos tumores. Otros anticuerpos que también tienen como
blanco el EGFR, como el mab806 (Perera y cols., 2007), el IMC-11F8 (Lu y cols., 2005), el
Matuzumab (Schmiedel y cols., 2008) y el Zalutumumab (Lammerts van Bueren y cols.,
2008), todavia se encuentran en distintos estadios de ensayos clinicos. El Nimotuzumab
(también conocido como h-R3) (Mateo y cols., 1997) es otro de los anticuerpos que reconocen
el EGFR que ha avanzado en diferentes ensayos clinicos, mostrando un mejoramiento
significativo en la sobrevida de los pacientes tratados (Crombet y cols., 2004; Ramos y cols.,

2006).

Todos los anticuerpos anti-EGFR cuyas estructuras en complejo con este receptor han sido ya
publicadas, Cetuximab, IMC-11F8, Matuzumab y Zalutumumab, se unen al dominio III del
eEGFR (Schmitz y Ferguson, 2009). Los anticuerpos Cetuximab, IMC-11F8 y Zalutumumab

tienen un mecanismo de inhibicién similar, bloqueando la unién del EGF, e impidiendo el

28



cambio conformacional necesario para la dimerizacién del receptor. Por otra parte, el epitopo
del Matuzumab también esta en el dominio III del eEGFR pero no interfiere con la unién del
EGF. No obstante, este anticuerpo es capaz de inhibir el cambio conformacional que conduce a
la dimerizacién del receptor. El mismo efecto de bloqueo de la dimerizacién del EGFR puede
lograrse por la unién a otros dominios del eEGFR, como el caso del AcM mab806, el cual se

une al dominio II (Sivasubramanian y cols., 2006).

El uso de inhibidores del EGFR, ya sean anticuerpos o moléculas pequefias, puede generar en
algunos casos severas reacciones adversas (Lenz, 2006; Saif y Kim, 2007), usualmente
expresadas como un fuerte rash cutdneo, que en algunos casos puede conducir a la
interrupcién del tratamiento. Entre todos los AcMs anti-EGFR que se encuentran en la clinica,

Nimotuzumab se destaca por su mejor perfil de seguridad (Allan, 2005).

2.3.3.1 El AcM Nimotuzumab

Nimotuzumab es un AcM humanizado que reconoce el eEGFR (Mateo y cols., 1997). Este
AcM se obtuvo mediante la insercion de los CDRs del AcM murino ior/r3, el cual se generd
por la inmunizacién de ratones con placenta humana enriquecida en EGFR (Fernandez y cols.,
1992), en los FRs de una IgG1 humana. Debido a la inhibicion de la sefializacion a través del
EGFR, Nimotuzumab posee actividad anti-proliferativa, anti-angiogénica y pro-apoptdtica,

tanto in vitro como in vivo (Crombet-Ramos y cols., 2002).

Este anticuerpo ha mostrado buenos resultados en diferentes ensayos clinicos conducidos en
cancer de diferentes localizaciones, como cabeza y cuello y gliomas (Crombet y cols., 2004;

Ramos y cols., 2006).

2.4 Cristalografia de proteinas

Un conocimiento detallado de las macromoléculas bioldgicas, incluyendo la organizacion y
estructura tridimensional de los dtomos, es esencial para la comprension completa de los
procesos bioldgicos en que participan. El nivel de detalle o de resolucién en todos los tipos de
microscopios estd limitado por la longitud de onda. Consecuentemente, los cientificos que
usaron el microscopio de luz estuvieron restringidos a estudiar objetos no menores que la

mitad de la longitud de onda de la luz visible (~0.25 um). Por tanto, el descubrimiento de los
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rayos X por Wilhem Honrad Rontgen en 1885 fue un punto de referencia en los pasos hacia la
resolucion de los dtomos individuales, ya que su longitud de onda era del mismo orden de
magnitud que las distancias atémicas (~1 A° 6 10"°m). En 1912, William Laurence Bragg
describi6 que la difraccion de los cristales, la cual habia sido observada primero por Max von
Laue en el mismo afio, contenia informacién sobre la disposicion de los d4tomos en el cristal.
Este descubrimiento crucial también permiti6 a Bragg resolver la primera estructura
tridimensional de un compuesto, el cloruro de sodio cristalino. Sin embargo, pasaron otros 50
afos antes de que la primera estructura proteica pudiera ser determinada, cuando Kendrew y
colaboradores publicaron la estructura de la mioglobina a baja resolucién (Kendrew y cols,
1958). Actualmente, el nimero de estructuras de proteinas depositadas en el PDB (siglas del
inglés, “Protein Data Bank™) es aproximadamente 45 000 (1000 plegamientos basados en

SCOP), de las mas del 85% estan determinadas por cristalografia de rayos X, indicando la

importancia de este método para el campo de la biologia estructural.

2.4.1 Cristalizacion de proteinas.

La mayoria de los materiales estudiados usando cristalografia, incluyendo las proteinas, no
aparecen naturalmente como cristales. La razén por la cual se requieren los cristales, es porque
la dispersién de una sola molécula es muy débil para se medida, mientras que los cristales
constituidos por moléculas dispuestas con simetria translacional amplifican el efecto
requerido. Desafortunadamente, el proceso de como aparecen y crecen los cristales es un
problema complejo pobremente comprendido, que involucra la transicién controlada de una
solucion a una fase sélida y estd pobremente comprendida. Los cristales macromoleculares se
materializan cuando una solucién de proteinas como moléculas altamente solvatadas, cambian
a un estado sobresaturado, donde no hay suficiente solvente para mantener una hidratacién
completa. Bajo estas condiciones el sistema no estd en equilibrio, y las moléculas proteicas
interactian espontdneamente para formar precipitados amorfos o nucleos de cristales
minimizando la energia libre.

La naturaleza compleja de las proteinas hace imposible predecir las condiciones que van a
permitir el crecimiento de lo cristales, lo cual constituye el paso limitante en la obtencion de

nuevas estructuras por cristalografia de proteinas. En la practica, la formacion de cristales
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difractantes es un tedioso procedimiento de ensayo y error, que requiere de grandes cantidades
de muestra de proteina pura y homogénea, determinacion y suerte. Un nimero de técnicas han
sido desarrolladas para llegar al estado sobresaturado y evitar la precipitacion. Sin embargo, el
método mds popular es por difusién de vapores u otros volétiles para equilibrar un pequeio
volumen de soluciéon de proteina, sobre un gran volumen de solucién precipitante. Estos
experimentos pueden ser conducidos de varias formas, pero la gota colgante y sentada son los
mas ampliamente usados. La macromolécula y la solucidn precipitante son mezcladas en una
razén 1: 1 en un volumen total de entre 1 y 10 pL. La gota es entonces suspendida sobre un
pozo con un volumen significativo de solucién (0.25-2 mL) y consecuentemente la
concentracion del agente precipitante en la gota es aproximadamente igual a la concentracién

del reservorio después del equilibrio.

2.4.2 Difraccion de rayos X

Los cristales de proteinas consisten en un gran nimero de moléculas de proteinas empacadas
regularmente, para formar una estructura tridimensional. El menor nimero posible donde estas
entidades estin repetidas solamente por translacion, es representativo del cristal completo y es
designado como celda unidad. La celda unidad estd subdividida en regiones mds pequefas
denominadas “unidad asimétrica”, la cual es la menor unidad que puede ser rotada y/o
trasladada de acuerdo a la simetria cristalogréfica, para representar la unidad celular entera.
Cuando un cristal es iluminado por rayos X, estos interactian con los electrones de los 4tomos
y se dispersan en todas direcciones. Sin embargo, por un fendmeno de interferencia la
estructura del cristal puede reforzar o extinguir los fotones dispersados, dando lugar a un
patrén de difraccion caracteristico del cristal. En contraste, las intensidades de reflexion y las
fases de los rayos X difractados contienen la informacién precisa de la organizaciéon atdmica
de las moléculas dentro de los cristales. En el experimento de difraccion sobre la disposicion
espacial del cristal el grupo espacial puede ser extraido por una o varias imdgenes de
difraccion medidas con un detector de rayos X. Consecuentemente, el patron de difraccion es
predecible y es posible disefiar una estrategia de coleccion de datos, lo cual resulta importante,
ya que se requiere de mucha informacion que permita la reconstruccion de la estructura de la

proteina diana. En la préctica, se necesita cubrir entre 60 — 180 grados por pequefias rotaciones
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para recobrar suficientes patrones de difraccion del cristal. Las reflexiones del patrén
tridimensional son entonces indexados (denominados indice de Miller,h,k,l) y sus intensidades
integradas y escaladas. El procesamiento de los datos se realiza con programas de
cristalografia macromolecular tales como MOSFLM (Leslie, 1992), SCALA (Evans, 2006).
Estos procedimientos tienen asociados estadigrafos tales como Ry, €l cual es auxiliador en el
aseguramiento de la calidad y los limites de resolucion final de los datos. Ry, €s una
comparacion de las intensidades de las reflexiones relacionadas por la simetria Iipw), con
respecto a la media de la intensidad de la reflexion Iy, pero su eficiencia para asegurar la

calidad de los datos es limitada por su dependencia inherente a su multiplicidad.

Z Z |]i(hkl)_I;kl|

hkl .,
R,,= l Ecuacién 1
22 Ly

hkl i

La disposiciéon periddica de las celdas unitarias en el cristal, hace posible describir
matemadticamente la relacion entre la distribucion de electrones en las celdas unitarias (espacio

real) y el patron de difraccion (llamado espacio reciproco), usando una ecuacion de Fourier.
1 =21i(hx+ky+kz)+io(hkl)
p(x,y.2) _ZZZ| Fy . ile Ecuacién 2
V h k !

Donde p(xyz) es la densidad de electrones tridimensional (una representacion de los electrones
responsables de la difraccién de rayos X), indicando la organizacién atomica de la molécula, V
es el volumen de la celda unidad, | Fixi | indica la amplitud del factor de estructura, el cual es
proporcional a la raiz cuadrada de la intensidad (Iny; o |Fh,k,1 | %) de cada reflexion (h,k,1), y
a(h,k.l) es la fase relativa al rayo responsable de cada reflexion (h,k,1). De esta ecuacion es
aparente que la posicién e intensidad de cada reflexion no es suficiente para reconstruir la

densidad electrénica del objeto observado.

2.4.3 El problema de fase

Desafortunadamente no hay detectores que puedan medir la fase relativa de los rayos X, y por
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lo tanto es imposible deducir directamente la densidad electrénica de los datos colectados.
Este dilema es conocido como “el problema de fase” en cristalografia de rayos-X, y existe un
numero de métodos para resolver este problema. Solo en el caso de moléculas pequefias, es
posible la solucién directa de este problema por las relaciones estadisticas sélo entre los datos
de la alta resolucién (Usén y Sheldrick, 1999). Un enfoque alternativo para extraer las fases
experimentales es emplear los métodos de dtomos pesados tales como el reemplazo de
1sémeros (Gibson, y cols, 1956) o la difraccion andémala. En una perspectiva historica, el
reemplazo isomérico permitié determinar la primera estructura proteica en 1958 (Kendrew y
cols , 1958), mientras que la difracciéon andmala fue pionera en 1981 (Hendrickson, 1991). En
resumen, el tema comun de estas técnicas es que utilizan unos pocos atomos electro-densos en
posiciones tnicas en la celda unitaria, que contribuye significativamente a las intensidades,
pero que no afectan severamente la estructura de la macromolécula. Estos dtomos pesados son
suplementados en la preparacion de proteinas, procedimiento de cristalizacién, o son
introducidos usando métodos de ingenieria genética. Usando las diferencias de intensidades
entre los juegos de datos con y sin dtomos pesados, la posicién (o distancia interatomica) del
grupo de atomos pesados pueden ser derivados usando una funcién reducida de la ecuacion 2,

la “ funcién de Patterson’:
1
Pu,v,x) ?Z SYF F, [ cos(2m|hu+kv+1w]) Ecuaci6n 3
h k /

Donde las intensidades estdn elevadas al cuadrado y la dependencia de las fases eliminada.
Con esta informacién se pueden calcular las fases relativas de los atomos pesados, y

subsecuentemente se pueden estimar las fases relativas a la proteina proteinas.

2.4.4 Reemplazo molecular.

Todas las técnicas de fase tienen en comin la provision de un grupo inicial de fases
aproximadas. Con un incremento dramético de las estructuras disponibles en el PDB, el
método mas usado para resolver el problema de fase, es “el reemplazo molecular” (MR, siglas
del inglés “Molecular Replacement”). Descrito por primera vez en 1962 (Rossmann y Blow,

1992), el procedimiento se basa en la extraccién de las fases iniciales de las estructuras
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homdlogas. Consecuentemente, el MR no es una técnica usada para determinar nuevas
estructuras, y se requiere, como minimo, de un 25 a 40 % de identidad de secuencia. Al igual
que la determinacion de las fases por dtomos pesados, el MR toma ventaja de la funcién de
Patterson para minimizar la diferencia entre los datos de difraccion obtenidos y los datos
calculados en el modelo para encontrar la posicién espacial en la unidad celular del modelo
final. Tradicionalmente, la investigaciéon se divide en dos problemas tridimensionales
separados y consecutivos, tres dngulos de orientacion primero y después tres traslaciones. Ese
enfoque puede ser dilucidado por programas tales como, MolRep (Vagin y Teplyakov, 1997) en
el paquete CCP4; asi como el CNS (Briinger y cols., 1998). La calidad de las soluciones
sugeridas puede ser evaluada por el coeficiente de correlacion lineal, el factor R y por el
andlisis de choques moleculares debido al empaquetamiento cristalino. Los primeros dos
pardmetros estiman cudn bien correlacionan las densidades observadas y los factores
estructurales con los calculados. Un alto coeficiente de correlacion (correlacion perfecta =1y

no correlacién = 0) y bajo factor R pueden indicar una posible solucién MR.

2.4.5 Refinamiento estructural y validacion

Cuando han sido recuperadas las fases iniciales es posible computar los primeros mapas de
densidad electronica de la proteina desconocida usando la ecuacion 1. Dependiendo del
método de determinacidn estructural se puede establecer un modelo inicial de forma manual o
por métodos automdticos™* o por modificaciéon del modelo MR. Este modelo tendrd errores
que deben ser refinados hasta obtener una estructura aceptable. Tipicamente la estructura se
mejora de forma recurrente por adecuacion manual de los d&tomos en la densidad electrénica
(refinamiento en espacio real) usando programas tales como O (Jones y cols., 1991) o Coot
(Emsley y Cowtan, 2004), y el refinamiento en el espacio reciproco contra los datos
cristalograficos con limitantes geométricas (distancias de enlace, dngulos de enlace y
torsiones) usando otros programas tales como CNS (Briinger y cols., 1998) o el CCP4 (CCP4,
1994). Los mapas de densidad electrénica empleados para este propdsito son 2Fu- Feu y el
mapa de diferencia F- Feu., donde se visualizan las diferencias entre los datos observados y
calculados (con las fases calculadas en cada caso). Entonces un mapa perfecto de diferencias

de Fos- Feuc solamente contendrad ruido y si estdn presentes otras contribuciones los elementos
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en el modelo pueden ser adicionados (densidad positiva) o removidos (densidad negativa). Un
tipo diferente de mapa de densidad para reducir el sesgo del modelo es el OMIT (Bhat, T. and
Cohen,G., 1984) o el mapa OMIT compuesto. Estos mapas se calculan cuando una fraccion
del modelo es excluida o cuando todas las fracciones son removidas individualmente y el
resultado final es empalmado.

El curso del proceso del modelaje y refinamiento es asegurado usando varios pardmetros de
los cuales los factores Ry Y Rpee (Briinger, 1992) son los més importantes. Los factores R

cristalogréficos son definidos como:

Z ||F0bs(h’ k! Z)|_|Fcalc(h’ k’ l)”
R=1E! Ecuacion 5

D F,, (h kD)

h, k1

Donde F,.s y Fea son los factores experimentales y estructurales, respectivamente. El factor R
estima el error entre la concordancia entre el modelo y los factores estructurales
experimentales.

Consecuentemente, el indice debe converger a un valor bajo si el refinamiento ha resultado
exitoso. El Rg es calculado de la misma forma pero de la fraccion de las reflexiones
(tipicamente 5%) que nunca fueron usadas en el proceso de refinamiento, para la validacién
cruzada. La ventaja de este pardmetro independiente es que el riesgo de sobre refinamiento con
un decremento artificial en R, pero con poco o ningiin cambio en Ry puede ser reducido
significativamente. Como regla, el R y Rge estdn en un rango del 16% (alta resolucion
estructural de una proteina soluble) a 30% (modelo de baja resoluciéon de proteina de
membrana), 55% es considerado para indicar un modelo al azar. En adicién a los valores R, se
pueden utilizar programas tales como Procheck (Laskowski y cols., 1993) para asegurar la
calidad final de la estructura. Por ejemplo, la geometria de los enlaces peptidicos puede ser
desplegada como 2D”Ramachandran plot” para visualizar si los dngulos phi (@) y psi (y) de
cada aminodcido estdn en las regiones ‘“permitidas”, y si no, debe ser implementado el

desarrollo de otro modelo adicional para resolver la geometria.
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2.5 Modelacion computacional

Como complemento a los estudios cristalograficos, se puede usar la modelacion
computacional para predecir las interacciones antigeno-anticuerpo. La dindmica molecular
brinda la posibilidad de seguir la evolucion de determinado complejo u otros tipos de sistemas
por cierto periodo de tiempo. Por otro lado, cuando no existe la estructura tridimencional de
determinado complejo, las simulaciones de acoplamiento pueden dar un modelo tedrico de de

la formacion de este.

2.5.1 Dindmica molecular

De manera general, estos programas se basan en asignar una velocidad inicial a todos los
atomos del sistema, el cual puede puede ser solamente la proteina en el vacio o embebida en
una caja de agua, y dejando el sistema libre para que evolucione por cierto tiempo siguiendo
un campo de fuerzas newtoniano. Cada cierto tiempo, a lo largo de la simulacién, se graban
(“fotografian”) las coordenadas de cada uno de los 4tomos del sistema, para finalmente
generar un fichero de trayectoria con todas las coordenadas de todas las estructuras

“fotografiadas”.

Estas técnicas han tenido un desarrollo muy acelerado debido al répido crecimiento en las
capacidades de célculo y la ingenieria del software. Esto ha permitido acercar las simulaciones
de biomoléculas a ambientes mds realistas. Para que se tenga una idea, en el afo 1997 el
NAMD permitié una simulaciéon de un complejo proteina-ADN de unos 36 000 dtomos en el
sistema por un tiempo de 100 ps (Kosztin y cols, 1997), mientras que en la actualidad se
realizan simulaciones de proteinas que conforman canales y transportadores de membrana con
varios cientos de miles de 4tomos conformando el sistema en una escala de tiempo cercana a 1

ps (Khalili-Araghi y cols, 2009).

2.5.2 Prediccion de complejos

Varios son los programas que existen en la actualidad para la prediccion de complejos
proteina-ligando o proteina-proteina. Los protocolos de acoplamiento de estos programas se
pueden describir como la combinacién de algoritmos de bisqueda y funciones de evaluacion.

En la actualidad hay un nimero relativamente alto de ambos. Los algoritmos de busqueda
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deben permitir que la exploracién de los grados de libertad del sistema proteina-ligando sea lo
suficientemente exhaustiva para que incluya los modos reales de unién. Los puntos criticos
para estos algoritmos de buisqueda son la velocidad y la capacidad de explorar el espacio
conformacional relevante. Entre otras cosas, la funcién de evaluaciéon debe representar
adecuadamente la termodindmica del sistema proteina-ligando, para distinguir la solucién
correcta dentro del grupo total de posibles soluciones exploradas. Ademas, esta evaluacion
debe ser veloz para permitir su aplicaciéon a un gran nimero de posibles soluciones (Sousa y

cols, 20006).

El programa DOCKdyna (Moreno y Le6n, 2002) es una version del programa DOCK (Kuntz,
1992), que se usa para la prediccién de complejos formados entre proteinas y ligandos
pequefios. Este programa permite la flexibilidad del ligando y el barrido de miles de
conformaciones del receptor para un solo ligando. Esto se logra mediante la representacion
automdtica del sitio de unién del receptor, y recalculando el enrejado del campo de fuerza a
cada una de las conformaciones del receptor para su evaluacién energética. El programa
AutoDock (Garrett y cols., 1999), que es el de uso mas extendido en este campo (Sousa y cols,
2006), también crea un enrejado de energia de interaccion y permite cierta flexibilidad del
ligando y de las cadenas laterales de algunos residuos que conforman el sitio de unién. Ambos
programas, DOCKdyna y AutoDock, ordenan las soluciones siguiendo sus energias de

interaccidn, y las mejores son entonces visualizadas para la seleccion del modelo final.

Por otra parte, para la prediccion de los complejos proteina-proteina el RosettaDock 2.0 (Gray
y cols., 2003) ha mostrado los mejores resultados en las dos ultimas ediciones de la
competencia CAPRI (Wang y cols., 2007) (siglas del inglés, “Critical Assessment of
PRedicted Interactions”), para prediccion de complejos formados entre dos proteinas. Este
programa lleva a cabo simulaciones independientes en paralelo que luego se agrupan. Las
soluciones se ordenan usando una funcién energética que es dominada por los términos de van
der Waals, un modelo de implicito de solvatacion y de los puentes de hidrégeno dependientes

de la orientacion.

De manera general, a pesar de los adelantos en el poder de computo que existen en la

actualidad y la evolucién de las funciones energéticas para la evaluacion de las soluciones, los
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programas, tanto de dindmica molecular como de prediccién de complejos bioldgicos, todavia
presentan problemas para asignar la mejor puntuacion al modelo més exacto de una lista de
posibles soluciones (falsos positivos). Este problema se debe, en gran medida, a que las
funciones de evaluacion tienen limitaciones y en muchas casos son funciones empiricas. Por
esta razon, se hace imprescindible el uso de datos experimentales, como los de mutagénesis o

estudios de union, para obtener un modelo tedrico fiable y lo més exacto posible.

38



3 Resumen de resultados

3.1 Anticuerpos relacionados con el gangliésido NeuGcGM3
3.1.1 EIlAcM I4F7 (articulo 1)

3.1.1.1 La estructura del fragmento Fab del 14F7

La estructura cristalina del fragmento Fab del AcM 14F7 se determiné a 2.5 A de resolucién.
La estructura se refiné hasta los factores cristalograficos R/Ry.. de 18.1%/23.8%. El Fab del
14F7 es estructuralmente muy parecido al plegamiento cldsico de las inmunoglobulinas. Sin
embargo, un rasgo distintivo de este anticuerpo lo constituye un CDR H3 muy largo, el cual
comprende los residuos desde el 95 hasta el 102 (sigin la numeracion de Kabat), incluyendo
ocho inserciones en la posicion 100, lo que hace un total de 16 aminodacidos. El largo CDR H3
sobresale en el medio del sitio de unidn, dividiéndolo en dos zonas bien definidas: una
formada por los CDRs de la cadena ligera y otra por los CDRs de la cadena pesada (Figura 2A,

articulo I).

3.1.1.2 Modelo del complejo 14F7-NeuGcGM3
Hasta el momento ha sido imposible cristalizar el complejo formado por el 14F7 con el
NeuGcGM3. Por esta razén, se desarrolld6 un modelo tedrico de la interaccion de este

anticuerpo con su ligando.

Para tener en cuenta la posible flexibilidad del sitio de union, debido principalmente a un CDR
H3 muy largo (16 aminoécidos), tomando como base la estructura cristalogréfica se generaron
2000 estructuras usando dindmica molecular. Después de un proceso de agrupamiento, el
conjunto de coordenadas se redujo a 754. Luego, las simulaciones de acoplamiento se
realizaron usando el disacédrido terminal del NeuGecGM3, el NeuGcoa3Galp, lo que dié como

resultado el modelo tedrico del complejo entre el AcM 14F7 y su ligando (Figura 2B, articulo
D).

En el modelo, el motivo sacaridico esta localizado en una cavidad hidrofilica, conformada

solamente por residuos pertenecientes a la VH del anticuerpo, con una superficie enterrada de
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206 A?, 1a cual es comparable con otras estructuras similares depositadas en el PDB. La mayor
parte de las interacciones anticuerpo-ligando estin dadas por la formacién de puentes de
hidrégeno. Este hecho da una posible explicacion a la capacidad de este anticuerpo de
discriminar entre los gangliésidos NeuGcGM3 y NeuAcGM3, pues el grupo N-glicolilado del
primero participa en la formacién de tres posibles puentes de hidrégeno, ddndole una

estabilidad al complejo que no pude ser alcanzada con la version N-acetilada del gangliosido.

El hecho de que el sitio de union del 14F7 esté solamente formado por la cadena pesada, esta
respaldado por experimentos realizados utilizando la tecnologia de fagos (Rojas, y cols, 2004).
En estos experimentos, la VH de este anticuerpo se expresé en conjunto con multiples VLs,
obteniéndose un reconocimiento comparable al del anticuerpo original para una gran variedad
de estas tultimas. La diversidad de estas VLs se muestra en amarillo en la Figura 2A del
articulo I. Por otra parte, segun el presente modelo, el Asp H52 es un residuo importante para
la interacciéon con el grupo N-glicolil. Cuando este aminodcido se muté por valina o

isoleucina, el reconocimiento se perdié completamente (Figura 3, articulo I).

3.1.2 Los AcMs P3y IEIO (articulo 1I)

3.1.2.1 Estructura del fragmento Fab del anticuerpo chP3

La estructura del fragmento Fab del anticuerpo chP3 se determiné a 1.8 A de resolucién y se
refind hasta valores cristalograficos de R/Ry.. de 19.3%/22.6%. Fue imposible construir los
tres residuos que componen la punta del CDR H3 (Glu 99, Gly 100 y Arg 100a) debido a
discontinuidades en la densidad electronica (Figura 1A y 1B, articulo II). Estos residuos estidn

parcialmente expuestos al solvente.

3.1.2.2  Estudios de mutagénesis dirigida en la cadena pesada del P3

El efecto de algunas mutaciones puntuales en la VH del P3 (Arg H31 —Ser, Arg H98 —Ser y
Arg 100a —Ser) se probd previamente (Lopez-Requena y cols., 2007a). Todas estas
mutaciones abolen completamente la unién del anticuerpo al gangliésido NeuGcGM3, pero

s6lo la mutaciéon Arg H31 —Ser afecta la unién del AcM P3 a su anti-idiotipo, el AcM 1E10.

En este trabajo se determind la influencia de otras dos mutaciones en la cadena pesada del P3,
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Arg H98 —Thr y Trp HIO0E —Tyr, sobre la unién al gangliésido y al 1E10 (Figura 2, articulo
II). Sélo la mutacion Arg H98 —Thr abrogé la union del P3 al ligando, y ninguna de ellas

afect6 la unién con su anti-idiotipo.

3.1.2.3 Modelo del complejo chP3/NeuGcGM3

Hasta el momento, ha sido imposible obtener cristales del complejo formado entre el AcM
chP3 y el motivo sacaridico del gangliésido NeuGcGM3. Tanto los experimentos de co-
cristalizacion. Con el objetivo de de obtener una caracterizacién aproximada de esta
interaccion, se decididé realizar simulaciones computacionales de acoplamiento con el
programa AutoDock 4.0 (Garrett y cols., 1999). Para simular la flexibilidad del lazo que

conforma el CDR H3, se generaron cinco conformaciones alternativas (Figura 1C, articulo II).

Fueron varias las posibles conformaciones obtenidas como resultado de las simulaciones de
acoplamiento. Para evaluar la calidad de las distintas soluciones se chequed su ajuste respecto
a cinco criterios experimentales: 1) El grupo N-glicolilo, en especial su distintivo grupo
hidroxilo, debe estar en contacto cercano, debido a que este grupo define la especificidad del
AcM P3 por los ganglidsidos N-glicolilados (Vazquez y cols., 1995); 2) El grupo carboxilo del
acido sidlico debe interactuar con la proteina, porque la derivatizacién de este grupo abole la
interaccién con el P3 (Moreno y cols., 1998); 3) la orientacion del residuo de acido sidlico
debe permitir la adicién del monosacarido Galp en una de las dos conformaciones observadas
para el disacdrido NeuGc2a-3 Gal (Siebert y cols., 1992), sin colicionar con el anticuerpo; 4)
ademds, la orientacién del NeuGc2a-3 Galf debe permitir el enlace, en la posicién 4 de la
galactosa, del residuo GalNAcP presente en el gangliésido GM2, que también es reconocido
por el AcM P3 (Vazquez y cols., 1995); y 5) la Arg H31, H98 debe participar en la interaccion,
porque la mutacion de este residuo abole la union del P3 al gangliésido NeuGeGM3 (Lépez-

Requena y cols., 2007a).

De las estructuras generadas del complejo, sélo una cumplié con las cinco condiciones al
mismo tiempo (Figura 3A, articulo II). En este modelo del complejo chP3/NeuGecGM3, el
grupo NeuGce del gangliésido estd fuertemente involucrado en las interacciones con el

anticuerpo. El grupo distintivo N-glicolilo (CH,OH) est4 ubicado en una cavidad hidrofilica
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(Figura 3A, articulo II). Este grupo participa en la posible formacién de tres puentes de
hidrégeno con los residuos Ser H33 y Ser H95 (Figura 3B, articulo II), lo cual puede explicar

la capacidad del P3 de distinguir entre los gangliésidos N-glicolilados y los N-acetilados.

El modelo también concuerda con los resultados obtenidos con los derivados quimicos del
gangliésido NeuGcGM3, donde el grupo carboxilo y la cola de glicerol del 4cido sidlico se
modificaron (Moreno y cols., 1998). El grupo carboxilato del dcido sidlico estd formando un
puente salino con la Arg H31. El grupo glicerol esta parcialmente expuesto al solvente, pero
también hace contactos de van der Waals con el Trp HS52. Teniendo en cuenta la alta
flexibilidad de la cadena lateral del residuo Arg H100b, esta también pudiera formar puentes

de hidrégeno con el ligando.

3.1.2.4 Modelo de la interaccion entre el AcM P3 'y su anti-idiotipo, el AcM 1EI0

El estudio a nivel molecular de la interaccién entre el AcM P3 y su anti-idiotipo, el AcM 1E10,
puede contribuir a un mejor entendimiento de la capacidad de este ultimo anticuerpo de
mimetizar el gangliésido NeuGcGM3. Para esto, se construyé un modelo del complejo
formado por el P3 y el 1E10. Para la construccién de este modelo fue necesaria la modelacion
del fragmento Fv del AcM 1EI10, debido a que esta estructura no ha sido ain determinada.
Para simular la flexibilidad potencial de su CDR H3, debido a la longitud, se generaron cinco

conformaciones.

La diferentes conformaciones del fragmento Fv del 1E10 se combinaron con las cinco de del
Fv del P3, dando lugar a 25 geometrias iniciales para las simulaciones de acoplamiento con el
programa RosetaDock (Gray y cols., 2003). Las mejores 20 soluciones de estas simulaciones
se seleccionaron para andlisis posteriores. Usando el programa Rosettalnterface (Kortemme y
Baker, 2002), se evalué computacionalmente la significacién de las mutaciones probadas
experimentalmente. El modelo final seleccionado (Figura 3C, articulo II) fue el unico
consistente de todas las posibles soluciones. El drea total enterrada después de la interaccion es

de 672 A%, y la complementariedad de superficies es de 0.57.

La interaccion entre los dos anticuerpos se caracteriza por contactos polares e hidrofébicos

(Figura 3D, articulo II), donde el 1EI10 interactia principalmente con el P3 a través de su
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cadena pesada. Su CDR H3 es el que més contribuye a la interaccién con ocho residuos (95 a
100b), luego el CDR H2 (Trp 50, Phe 52, Asp 54 y Lys 58) y el CDR HI1 (Ser 31, Tyr 32, Glu
33), mientras que su cadena ligera s6lo contribuye con cuatro aminodcidos (Asn 92, The 93,

Lys 94 y Tyr 32).

El epitopo reconocido por el 1E10 estd conformado por 16 aminodcidos de pertenecientes
todos a la cadena pesada del AcM P3. Este hecho estd respaldado por experimentos previos
que muestran que un anticuerpo hibrido conformado por la cadena pesada del P3 y la cadena
ligera del 1E10, mantiene la reactividad con este tltimo anticuerpo (L6pez-Requena y cols.,

2007b).

Un acercamiento a la interfase formada por ambos anticuerpos en el modelo tedrico propuesto
(Figura 3D, articulo II), muestra que la Arg H31 del P3 desempefia un papel fundamental en la
unidn, en el medio del drea de contacto. Esto explica la pérdida completa de la reactividad del
anticuerpo cuando este residuo es mutado, ya sea por serina (Lopez-Requena y cols., 2007a).
El resto de los aminodcidos que se mutaron (todos del CDR H3 del P3) sin consecuencias para
la unién, estin en la periferia del sitio de interaccion y sus cadenas laterales no estdn

directamente involucradas en ningiin contacto.

Las estructuras de los complejos idiotipo-anti-idiotipo depositadas en el PDB (c6digos 11AI
(Ban y cols., 1994), 1PG7 (Eigenbrot y cols., 2003), 1C1C (Bentley y cols., 1990) y 1DVF
(Fields y cols., 1995)) tienen un 4rea media de interaccién de 950 A2 En contraste, el drea
media de interaccion del modelo del complejo P3/1E10 es 672 A2, aproximadamente un tercio
mds pequefa. Esta diferencia se debe a que en los otros complejos idiotipo-anti-idiotipo, las
cadenas pesada y ligera de cada uno de los anticuerpos tienen una contribucién similar a la
unién. Por otra parte, la combinacion de los datos experimentales con el modelo tedrico del
complejo muestra que el P3 y el 1E10 interactian principalmente a través de sus cadenas
pesadas, lo que conduce a una superficie de interaccion menor. Este tipo de interaccion
idiotipo-anti-idiotipo mediada fundamentalmente por las cadenas pesadas, se informé
recientemente para el complejo formado por el AcM anti-HIV1 2HS y su anti-idiotipo el AcM
ADb2/3H6 (Bryson y cols., 2008). Resulta interesante que, la superficie media de interaccion es

de 615 A%, muy similar a la calculada para nuestro modelo.
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3.2 El AcM anti-EGFR Nimotuzumab

3.2.1 Estructura del fragmento Fab del Nimotuzumab

La estructura del fragmento Fab del Nimotuzumab se determiné a 2.5 A de resolucién y se
refind hasta los valores cristalograficos de R/Rg.. de 22.0%/28.4%. El mapa de densidad
electronica resulté muy bien definido para la regiéon Fv, mientras que algunos lazos de la
region constante fueron imposibles de determinar debido a discontinuidades en el mapa de

densidad electrénica (Figura 1A, articulo III).

En el PDB se encuentra depositada una gran cantidad de estructuras de fragmentos Fab (cerca
de mil), cuyo plegamiento esta bien conservado. Sin embargo, el Nimotuzumab muestra dos
rasgos distintivos sorprendentes. El primero es una hélice a que comprende al CDR HI1, la cual
no pertenece a ninguna de las estructuras candnicas descritas para este lazo (Al-Lazikani y
cols., 1997; Chothia y Les, 1987; Decanniere y cols., 2000). Esta hélice a estd presente s6lo en
dos anticuerpos cuyas estructuras estdn depositadas en el PDB (c6digos: 1b2w y 2cmr). La
segunda caracteristica interesante y Unica se relaciona con la posicién del Trp H103 de la
cadena pesada (siguiendo la numeracion de Kabat). La posicidn espacial de este residuo, en la
interfase VH/VL estd estrictamente conservada en todas las estructuras de anticuerpos
depositadas en el PDB. En contraste, en el Nimotuzumab este residuo estd desplazado tres
aminodcidos hacia la region constante (Figura 1B, articulo III). La posicién que era esperada
para el Trp H103 estd ocupada por un residuo de fenilalanina, el cual posee caracteristicas
hidrofébicas similares a las del triptéfano. Esto hace el lazo del CDR H3 mas corto con
respecto a los modelos tedricos que se habian construido para este anticuerpo (Mateo y cols.,

1997).

Estas dos caracteristicas estructurales distintivas del Nimotuzumab hubieran sido imposibles
de predecir por cualquiera de los programas disponibles para ese fin, por ejemplo el WAM
(Whitelegg y Rees, 2000) o el Modeller (Sali y Blundell, 1993). A pesar de los adelantos en
los algoritmos para la prediccion de la estructura de las proteinas, la cristalografia de rayos X

es el método mds exacto para su determinacion.
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3.2.2 Ensayos de competencia

El AcM Cetuximab fue el primer anticuerpo anti-EGFR en ser cristalizado en complejo con su
ligando (Li y cols., 2005). Esta estructura mostré que el Cetuximab se une sélo al dominio III
del eEGFR. Por lo tanto, en una primera aproximacién a la definicién del epitopo reconocido
por el Nimotuzumab, se decidié determinar si este competia con el Cetuximab por su unién al
eEGFR. Los resultados de los ensayos, tanto de ELISA como de citometria de flujo,
demostraron la existencia de dicha competencia (Figura 2A, articulo III), pues la sefal
obtenida por la unién del Nimotuzumab al eEGFR disminuia cuando se iba aumentando la
concentracion del Cetuximab. Ya con anterioridad habia sido descrita la capacidad del
Nimotuzumab de bloquear la unién del EGF a su receptor (Mateo y cols., 1997). Esta
observacion se confirmé a través de experimentos de resonancia de plasmones de superficie
(SPR, siglas del inglés “Surface Plasmon Resonance”, también conocido por Biacore) (Figura

2B, articulo III).

Todos estos experimentos evidencian que el Cetuximab se une al eEEGFR maés fuertemente que
el Nimotuzumab. Esta observacion concuerda perfectamente con las mediciones de afinidad
realizadas por SPR, donde el Nimotuzumab mostr6 una constante de afinidad (Kp) de 2.1x10
M, que es un orden de magnitud inferior a la informada para el Cetuximab (2.3x10°M) (Li y

cols., 2005).

Estos estudios de competencia, en combinacion con los datos estructurales de los complejos
formados por el Cetuximab (Li y cols., 2005) o el EGF (Ogiso y cols., 2002) con el eEGFR,

sugieren que el Nimotuzumab se une al eEEGFR por su dominio III.

3.2.3 Modelo del complejo Nimotuzumab/eEGFR

Para estudiar las interacciones entre el Nimotuzumab y el eEGFR, se procedié a la
construccién de un modelo computacional del complejo formado entre estas dos proteinas. De
acuerdo con el modelo obtenido, y en concordancia con los datos experimentales mostrados
anteriormente, el epitopo reconocido por el Nimotuzumab en el eEGFR se superpone en gran
medida con la superficie de union del Cetuximab sobre el EGFR, como se muestra en la
Figura 3A del articulo III. El modelo muestra una buena complementariedad tanto geométrica

(0.78) como quimica entre el Nimotuzumab y el eEGFR, con un alto nimero de puentes de
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hidrégeno y fuertes contactos hidrofébicos (Figura 3B, articulo III). La superficie de
interaccion entre ambas proteinas es de 1584 A% un poco menor que el drea de contacto en el
complejo Cetuximab/EGFR (1770 A% (Li y cols., 2005)), lo cual correlaciona con la mayor

afinidad del Cetuximab.

La mayor cantidad de contactos del Nimotuzumab con el eEGFR, ocurre a través de la cadena
pesada del anticuerpo. El CDR H3 es el lazo que mds contribuye a esta interaccion,
siguiéndole los CDRs L2, L1 y HI, por ese orden. Por otro lado, el epitopo reconocido por el
Nimotuzumab en el dominio III del eEGFR estda compuesto por 20 aminodcidos, que se ubican

hacia la parte C-terminal de este dominio.

Un hecho importante a tener en cuenta para analizar el modelo propuesto, es que el
Nimotuzumab précticamente no reconoce el EGFR murino (Arteaga-Pérez y cols., 2004), a
pesar de su alta identidad en secuencia (88%) con el receptor humano. En el modelo, cinco de
los veinte residuos que conforman el epitopo del Nimotuzumab son diferentes entre el EGFR

humano y el murino (Figura 3B, articulo III).

3.2.4  Estudios de mutagénesis dirigida que sustentan el modelo del complejo
Nimotuzumab/eEGFR

Con base en los experimentos de competencia del Nimotuzumab con el Cetuximab y en el
modelo propuesto del complejo Nimotuzumab/eEGFR, se sintetizaron dos variantes del gen
que codifica para el EGFR murino (chEGFR-III y chEGFR-siteC). En estas variantes, se
mutaron dos grupos diferentes de aminodcidos del dominio III por sus homélogos humanos
(“humanizacién”). En la variante chEGFR-III se mutaron 16 de un total de 21 residuos del
dominio III que son diferentes (posiciones mutadas: 353, 359, 366, 388, 418, 443, 460, 461,
467, 468, 471, 473, 474 y del 478-480). En la variante chEGFR-siteC, sélo se “humanizé” el
epitopo del Cetuximab, para lo cual se mutaron siete aminodcidos, entre los que se encuentran
los cinco que forman parte del epitopo del Nimotuzumab y que son diferentes entre el eEGFR

humano y murino (posiciones mutadas: 418, 443, 467, 468, 471, 473 y 474).

La reactividad del Nimotuzumab con estas proteinas recombinantes se probd por citometria de
flujo con células transfectadas. El anticuerpo reconocid las células que expresan la quimera

chEGFR-III (Figura 4B, articulo III). El resultado confirma que el epitopo del Nimotuzumab
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se localiza en el dominio III del eEGFR. De hecho, el Nimotuzumab también reconocio las
células que expresaban la quimera chEGFR-siteC (Figura 4C, articulo III). Por lo tanto, al
menos un subgrupo de los residuos que se mutaron en la quimera chEGFR-siteC estd

contenido en el epitopo del Nimotuzumab.

3.2.5 El Nimotuzumab bloquea la union del EGF sin inhibir la conformacion
activa del EGFR

El modelo Nimotuzumab/eEGFR también concuerda con resultados de los experimentos de
bloqueo de la unién del EGF al EGFR por el Nimotuzumab (Figura 3C, articulo III). Esta
inhibicion no se debe a una superposicion de los epitopos, sino a impedimentos estéricos que
se producen entre los residuos de cada proteina, los cuales imposibilitan la unién simultanea
del ligando y el anticuerpo al EGFR. Aun mas significativo, es que a diferencia del Cetuximab
(Figura 3D, articulo III), Ia unién del Nimotuzumab es compatible con la conformacién activa
del EGFR. Como se muestra en la Figura 3C del articulo III, la cadena ligera del

Nimotuzumab se acerca al dominio I del EGFR, sin colisionar con este.
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4 Discusion general

Este trabajo se enfoca en el estudio de la relacion estructura funcién de cuatro anticuerpos anti-
tumorales. Tres de ellos, 14F7 (Carr y cols., 2000), chP3 (Lépez-Requena y cols., 2003) y
1E10 (Vazquez y cols., 1998), estan relacionados con el gangliésido NeuGecGM3, el cual es un
antigeno tumor-especifico (Oliva y cols., 2006). El cuarto anticuerpo, Nimotuzumab, tiene
como diana al receptor del factor de crecimiento epidérmico, que en la actualidad es uno de

blancos tumorales mas estudiados (Ciardiello y Tortora, 2008).

Para caracterizar las interacciones moleculares de estos anticuerpos con sus respectivos
antigenos se utilizé una aproximacion estructural constituida por la cristalografia de proteinas
y el modelado computacional, complementada con estudios de mutagénesis dirigida,
experimentos de unién y datos extraidos de la literatura. Esta combinaciéon de técnicas
permitié la obtencién de modelos tedéricos de los complejos formados por cada uno de los

anticuerpos con sus ligandos.

Para el caso de los anticuerpos 14F7 y chP3, se determinaron las bases estructurales que les
confieren la capacidad de discriminar entre las variantes N-glicolilada y N-acetelida del
gangliésido GM3. Ademas, para los AcMs 1E10 y Nimotuzumab, a partir de sus modelos de
unién a sus respectivos ligandos, se propusieron sendos mecanismos de accidén a nivel
molecular que permiten explicar un conjunto de resultados observados para estos anticuerpos

en diferentes ensayos clinicos.

4.1 Comparacion de los modelos 14F7/ NeuGcGM3 y chP3/NeuGcGM3

La interaccion de los anticuerpos 14F7 y chP3 con el gangliésido, presenta varias
caracteristicas comunes. Los dos poseen un largo CDR H3 que sobresale del sitio de unién y
lo divide en dos areas separadas, donde sélo la cadena pesada de ambos anticuerpos participa
en la interaccidn con el ligando. Ademas, los tres CDRs estdn involucrados en los contactos; el
grupo carboxilo del NeuGc interactda con el guanidinio de una arginina; el grupo hidroxilo
que distingue al NeuGc estd ubicado en una cavidad hidrofilica; y los anticuerpos interactian
principalmente con el residuo de 4cido sidlico del gangliésido. A pesar de estas semejanzas, la

orientacion espacial que adopta el gangliésido en su unién a cada uno de los anticuerpos es
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muy diferente (Figura 4.1).

Figura 4.1. Comparacién de los modelos de los complejos del chP3 y

el 14F7 con el NeuGecGM3. Los fragmentos Fv en los complejos chP3/
NeuGcGM3 y 14F7/ NeuGecGM3 fueron superpuestos. En el modelo
chP3/NeuGcGM3, el chP3 se muestra en verde y su ligando en barras
amarillas, mientras que el 14F7 estd en azul con su ligando en morado.
Ver anexos para figura en colores.

La interaccion del AcM 14F7 con el gangliésido NeuGcGM3 se caracteriza por la posibilidad

de formacién de un gran nimero de puentes de hidrégeno (18 en total). Por otra parte, el

complejo chP3/NeuGeGM3, a pesar de que el drea de interaccion del ligando (244 A?) es algo

mayor que en el complejo 14F7/NeuGeGM3 (205 A?), sélo tiene la posibilidad de formar seis

puentes de hidrégeno. Esta caracteristica observada en ambos modelos estd en concordancia

con experimentos en los que el 14F7 reconoce con mucha mayor intensidad células L1210, que

expresan el gangliésido NeuGecGM3, que el AcM chP3 (Roque-Navarro y cols., 2008), asi

como con experimentos por ELISA reportados en el presente trabajo (articulo II).

Tabla 4.1. Caracterizacién de la interaccion de diferentes proteinas con los gangliésidos

NeuGcGM3 o NeuAcGM3
trisacarido monosacdrido
Puentes de Area de Area de Puentes de | Area de Area de
hidrégeno | interaccién | interaccién | hidrégeno | interaccidén | interaccidn
del ligando |de la proteina del ligando | de la proteina
(A% (A% (A% (A%
14F7 18 205 217 14 170 194
chP3 6 244 269 6 181 221
Ise3 139 153 129 149
20sx 18 308 377 2 99 118

En la base de datos PDB no se encontrd ningin complejo proteina/NeuGecGM3, mientras que
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si se encontraron dos complejos proteina/NeuAcGM3, 2osx (Caines y cols., 2007) y 1se3
(Swaminathan y cols., 1995). Los modelos de los complejos 14F7/NeuGecGM3 y
chP3/NeuGcGM3 tienen dreas de interaccion comparables con los con los complejos
depositados en la base de datos PDB (Tabla 4.1). Es de sefalar que tanto para el complejo
formado por 14F7 como por chP3 la interaccién fundamental es con el 4cido sidlico que
contiene al grupo N-glicolilo distintivo, mientras que en los otros dos complejos esta mas

distribuida a lo largo de todo el trisacarido.

4.2 Mimetiza el AcM 1E10 a los gangliésidos N-glicolilados?

Diferentes ensayos clinicos han demostrado que el AcM 1EI10 es efectivo para el tratamiento
de tumores en diferentes localizaciones (Alfonso y cols., 2002; Diaz y cols., 2003; Guthmann
y cols., 2006; Hernandez y cols., 2008; Neninger y cols., 2007). En los pacientes que han
respondido a la terapia, el AcM 1E10 fue capaz de generar una respuesta de anticuerpos Ab3p;
que reconocen gangliésidos N-glicolilados, que son unicamente expresados por las células

tumorales (Malykh y cols., 2001).

La superposicion de los modelos de los complejos P3/NeuGecGM3 y P3/1E10, muestra que el
1E10 cubre el sitio de unién del gangliosido (Figura 5, articulo II). De esta manera, el 1E10
bloquea la unién del ganglidésido debido a impedimentos estéricos, principalmente con su
cadena ligera. De acuerdo con estos modelos, el residuo de acido sidlico, con su grupo N-
glicolilo distintivo, se inserta en una cavidad hidrofilica que permanece vacia después de la
union del 1E10. Ademds, no existen similaridades, ni estructurales ni quimicas, entre el
NeuGcGM3 y los determinantes de la uniéon del 1E10 (Figura 5, articulo II). Por lo tanto,
nuestra hipétesis de partida es refutada, ya que el anticuerpo 1E10 no porta una “imagen
interna” de los motivos sacaridicos del gangliésido. Como una explicacion alternativa, no
descrita anteriormente en la literatura, se sugiere que en la respuesta de anticuerpos generada
por la inmunizacién con el anti-idiotipo 1E10, existe un subgrupo de anticuerpos,
denominados en este trabajo como Ab3p;, que se unen al 1E10 de una manera similar a como
lo hace el P3. O sea, que la topologia del epitopo reconocido por los Ab3 va a fijar una
conformacién espacial en un subgrupo estos anticuerpos, que se unen al 1E10 por una zona

similar a la del P3. Como resultado, la topografia del sitio de unién de los anticuerpos Ab3p;
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reproduce en cierta medida el sitio de unién del P3, lo que les confiere a estos anticuerpos la

capacidad de reconocer a los ganglidsidos N-glicolilados.

4.3 Propuesta de un novedoso mecanismo de inhibicion del EGFR

El mecanismo propuesto mediante el cual el anticuerpo Nimotuzumab inhibe la sefializacién
por el EGFR, no ha sido descrito con anterioridad para ninglin otro AcM anti-EGFR, y
conduce hacia una posible explicacion de observaciones hechas en la clinicas. Todos los otros
AcMs anti-EGFR con mecanismos de inhibicion conocidos, como Cetuximab, IMC-11F8,
Matuzumab y el mAb806, previenen, de alguna manera, que el eEGFR adopte su
conformacién activa, donde su dominio II queda libre para la dimerizacién (Schmitz, KR. and
Ferguson,KM., 2009). Nuestro modelo computacional, apoyado por datos experimentales,
refuta nuestra hipdtesis inicial, e indica que el anticuerpo Nimotuzumab se une al EGFR de
una manera diferente, bloqueando la unién del EGF sin impedir que el receptor adopte la
conformaciéon activa en ausencia del ligando (Figura 3C, articulo III). A pesar de que
Nimotuzumab no ofrece ningtin obstaculo estérico al EGFR para que adopte su conformacién
activa, si evita el desplazamiento del equilibrio entre ambas conformaciones hacia la forma
activa del receptor inducida por la union del EGF, y por lo tanto disminuye drasticamente la

sefal de proliferacion celular.

Se ha estimado que ente el 10% y el 15% del total de EGFR presente en la superficie celular
estdin en la conformacién inactiva (Burgess y cols., 2003). También se ha descrito la
posibilidad de la activacion del EGFR en ausencia del ligando (Kang y cols., 2007; Kumagai y
cols., 2003). De acuerdo con el modelo propuesto, el AcM Nimotuzumab no interferiria con
este nivel basal de sefializaciéon por el EGFR independiente de ligando, la cual puede
requerirse para la supervivencia de las células epiteliales normales (Forsberg y cols., 2008). En
contraste, este nivel basal de sefial no seria suficiente para la proliferaciéon de las células

tumorales.

Una representacion esquematica del mecanismo de inhibicion propuesto para el Nimotuzumab
comparado con el de Cetuximab, se muestra en la Figura 5, articulo III. El mecanismo de

inhibicién de Cetuximab, cuya union abroga completamente la dimerizacién y subsecuente
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fosforilaciéon del EGFR, puede ser extrapolado a los otros AcMs anti-EGFR mencionados

anteriormente, por su capacidad de inhibir el cambio conformacional del EGFR.

4.3.1 Implicaciones del modelo propuesto

Usando el modelo propuesto del complejo Nimotuzumab/eEGFR, es posible postular una
explicacion para algunas observaciones clinicas. Los diferentes ensayos clinicos, que ya
incluyen més de 4000 pacientes, han demostrado la baja incidencia de efectos secundarios
adversos debidos al tratamiento con Nimotuzumab. En contraste, otros anticuerpos o pequefias
moléculas inhibidoras del EGFR tienen una alta incidencia de reacciones indeseables,
cominmente erupciones cutdneas, que en algunos casos pueden conducir a la interrupcion del
tratamiento (Lenz, 2006; Saif y Kim, 2007). Estas manifestaciones cutdneas podrian ser la
consecuencia de la eliminacion de la sefializacion basal (independiente de ligando) a través del
EGFR sobre el epitelio normal. Por lo tanto, el hecho de que Nimotuzumab no impida esta

sefializacion basal, podria reducir la aparicion de estas erupciones.

En el Centro de Inmunologia Molecular también se ha desarrollado una vacuna basada en la
molécula EGF acoplada a la proteina p64 de Neisseria Meningitidis (Gonzalez y cols., 1998),
que ha mostrado buenos resultados en diferentes ensayos clinicos en tumores de células no
pequenas de pulmén (Gonzélez y cols., 2007). Con esta vacuna se genera una respuesta de
anticuerpos que al unirse a la hormona EGF inhibe la sefalizacion dependiente de esta del
EGFR, mientras que la sefalizacién basal se mantiene intacta. Esto explica, al igual que para
el Nimotuzumab, la ausencia de efectos adversos, principalmente erupcién cutdnea, en los

pacientes incluidos en los diferentes ensayos clinicos de la vacuna (Gonzélez y cols., 2007).

Ademds, el modelo sugiere que la generacién de un anticuerpo con mayor afinidad que el
Nimotuzumab, pero con el mismo mecanismo de accion, pudiera ser mds efectivo para la

terapia del céncer.
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5 Conclusiones

L.

La estructura cristalogréfica del fragmento Fab del anticuerpo Nimotuzumab evidencia
que, a pesar de la gran conservacion en el plegamiento de estos fragmentos, pueden
existir variaciones conformacionales, no predecibles a partir del conocimiento actual,

que afecten la topologia del sitio de union.

En la unién de los anticuerpos P3 y 14F7 al NeuGc GM3 participa solo la region VH.
Segun nuestros modelos computacionales, la capacidad de estos dos anticuerpos de
discriminar entre las variantes N-acetilada y N-glicolilada del gangliésido GM3, esta
dada por la insercién del grupo hidroxilo distintivo del NeuGc en una cavidad

hidrofilica.

No existen rasgos estructurales comunes entre el AcM 1EI10 y el gangliosido
NeuGcGM3 que expliquen la capacidad de este anticuerpo de inducir respuesta

anti-gangliosidos N-glicolilados en pollos y humanos.

El anticuerpo Nimotuzumab se une al eEGFR por el dominio III. Nuestro modelo
computacional predice ademds, que el Nimotuzumab bloquea la unién del EGF sin

impedir el cambio conformacional necesario para la dimerizacion de este receptor.
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6 Recomendaciones

1. Obtener la estructura de los siguientes complejos: P3 y 14F7 con los residuos
sacaridicos del gangliésido NeuGecGM3; P3/1E10; y Nimotuzumab/dominio III del
eEGFR.

2. Realizar mutaciones a partir del modelo 14F7/NeuGcGM3 que permitan obtener

anticuerpos que reconozcan el NeuAcGM3.

3. Aislar y secuenciar los anticuerpos anti-ganglidsidos N-glicolilados inducidos por el

AcM 1EI10 en pacientes y/o pollos, para determinar su similitud con el AcM P3.
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