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RESUMEN: Se identificd la presencia de anticuerpos anti-rhGM-CSF (Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Macréfagos
humano recombinante) en un lote de sueros de individuos normales destinado a la obtencidn de preparaciones farmacéuticas de
inmunoglobulinas humanas. Estos anlicuerpos bloquearon parciaimente (35 = 2 %; n=3) la interaccion enlre el receptor de
hGM-CSF presente en células TF-1 y la citoquina radioyodada. Ensayes de compelicion en fase solida enfre dichos anticuerpos
y un panel de anticuerpos monoclonales (MAbs) anti-rhGM-CSF caracterizados previamente, permitieron establecer que las
inmunoglobulinas humanas compiten con MAbs neutralizantes de la actividad bioldgica de la citoquina, los que reconocen los
epitopes A18E21R23R24F 119, R24E2IN17W13, P118F119W13E14y LE1YKQGLRGSLTK72, sugiriendo su capacidad neutralizante.
Finalmente, se demostrd que los anticuerpos humanos interaccionan no soélo con la citoquina producida en bacterias sino también
€on su versidn glicosilada, obtenida a partir de cultivos de células de mamifero,

Las caracteristicas descriptas de tales anticuerpos indican la probable capacidad para neutralizar la actividad biol6gica in vivo de
las formulaciones recombinantes de la citoguina, siendo necesario establecer la correlacion con el éxito o fracaso terapéutico del
tratamiento con rhGM-CSF en individuos portadores de autoanticuerpos naturales.
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SUMMARY: Anti-rhGM-CSF activity in normal human sera. Oggero Eberhardt, Marcos; Kratje, Ricardo; Etcheverrigaray,
Marlna. The occurrence of anti-rhGM-CSF (recombinant human Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) antibodies
was identified in a pool of normal sera used for the manufacture of human immunoglobulin preparations for pharmaceutical
applications. These antibodies partially blocked (35 + 2 %; n=3}) the interaction between the TF-1 cell receptor and the
radioiodinated rhGM-CSF. The solid phase competition assays among these antibodies and a previously characterised panel of
anti-thGM-CSF monoclonal antibodies (MADs) allowed us to establish that human immunoglobulins compete with MAbs that
neutralise the cytokine biological activity, suggesting their neutralising activity. These MADbs recognise A18E21R23R24F119,
R24E21N17W13, P118F119W13E14 and L61YKQGLRGSLTK72 epitopes. Finally, it has been evidenced that the human antibodies
interact with the glycosylated and non-glycosylated version of the cytokine.

The described features of these antibodies indicate their putative ability to neutralise the in vivo biological activity of recombinant
cylokine preparations, though it is still necessary to study the possible correlation with the success or failure of the therapeutic
treatment with rhGM-CSF in patients wilh natural autoantibodies.
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Introduccion

En la actualidad, los autoanticuerpos naturales
(NAAbs) son considerados como anticuerpos natu-
raimente presentes en individuos normales cuya
reactividad se manifiesta contra una variedad de
antigenos propios, ademdas de los componentes
intracelulares clasicos. La presencia de autorreactivi-
dad natural fue encontrada no sélo en inmunoglobu-
linas de isotipo IgM, sino también en variedades
isotipicas IgG e IgA (1-3). La presencia de los mis-
mos se ha detectado en sangre de cordon umbilical
y en ratones no expuestos al contacto con antigenos,
lo que avala la existencia de un repertorio de regio-
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nes variables seleccionadas por estructuras
antigénicas presentes en el propio organismo que
permanecen conservadas durante el desarrollo de la
vida (4). Estas observaciones dan sustento a lateo-
ria que establece la participacion de los NAAbs como
una manifestacion de autorreactividad fisiolégica
expresada en individuos sanos, representando una
respuesta normal hacia antigenos propios (5). Dife-
rentes son los roles biolégicos asignados a los
NAADs, entre ellos, la remocion de moléculas pro-
pias alteradas, células o tumores (6) asi como la
participacion en las defensas naturales contra agen-
tes infecciosos (7, 8). Evidencias adicionales indica-
rian una participacion preponderante de los NAAbs
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en laregulacion de la respuesta inmune. El hallazgo
de que los NAAbs interaccionan con moléculas
bioldgicamente activas, tales como citoquinas (9,
10) o sus receptores, establece la posibilidad de que
los NAADbs circulantes participen en su transporte,
incrementen su permanencia en circulacion (dismi-
nuyendo su depuracién sanguinea) y modulen su
actividad funcional. Asimismo, cumplirian un papel
fundamental en el transporte y presentacion de
antigenos para la estimulacion de células T (11).
Ademas, los NAAbs han demostrado su potencial
terapéutico sobre una variedad de enfermedades auto-
inmunes. La terapia con gammaglobulina
intravenosa, en la que se ha verificado la presencia
de NAAbs, ha demostrado eficacia en el tratamiento
de enfermedades tales como Parpura Trombo-
citopénica Idiopatica, Dermatomiositis, Tiroiditis de
Hashimoto, Hemofilia, Miastenia Gravis y Polimio-
sitis, entre otras (12).

De esta manera, los NAADS reaccionan con una
variedad de mediadores (citoguinas, hormonas, fac-
tores de coagulacién, etc.) y sus receptores, consti-
tuyendo un sistema homeostatico general que regu-
laria cambios rdpidos en |2 concentracién de men-
sajeros y moléculas biolégicamente activas (13).

Durante los dltimos anos, se han incrementado
las evidencias que demuestran la presencia de
anticuerpos anti-citoquinas en pacientes con desor-
denes inflamatorios, pacientes con enfermedades de
naturaleza autoinmune, pacientes tratados tera-
péuticamente con citoquinas recombinantes e inclu-
so en suero de individuos normales o preparaciones
farmacéuticas de inmunoglobulinas humanas. Se ha
verificado [a existencia de tales anticuerpos en indi-
viduos tratados con IL-2, IFN-y, GM-CSF y G-CSF
(14, 15). Por otro lado, anticuerpos anti-IFNs han sido
reportados en pacientes con diversos desérdenes
autoinmunes o enfermedades virales (16,17),
anticuerpos anti-IL-1c, anti-IL-6, anti-IL-10 y
anti-TNF-c. en pacientes con desérdenes inmu-
noinflamatorios (3,18-20) y anticuerpos anti-GM-CSF
en individuos con patologias de naturaleza autoin-
mune (21). También fueron detectados autoanticuer-
pos naturales en individuos normales o en prepara-
ciones farmacéuticas de inmunoglobulinas huma-
nas destinadas a uso terapéutico, reportandose la
presencia de autoanticuerpos con especificidad ha-
cia diferentes citoquinas: IL-1c, IL-1B, IL-6, IL-10,
IFN-cr, TNF-c.y GM-CSF (3, 10, 15, 20, 22-24).
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Teniendo en cuenta el creciente auge del uso
terapéutico de proteinas recombinantes, surge la
necesidad de evaluar sus efectos potencialmente
toxicos 0 nocivos sobre la salud humana, asi como
la posibilidad de ser neutralizadas por anticuerpos
anti-citoquinas inducidos durante el tratamiento 0
naturalmente presentes, por el hecho de que todas,
aun las formas glicosiladas, sélo son similares a las
producidas en forma natural. En este trabajo analiza-
mos la existencia de anticuerpos anti-hGM-CSF en
sueros de individuos normales y en un lote de sue-
ros destinados a la produccitn de preparaciones far-
macéuticas de inmunoglobulinas humanas de uso
terapéutico. Se evalué ademas, la habilidad de los
autoanticuerpos naturales para inhibir la interaccion
de rhGM-CSF con el sitio de union a su receptory se
analizé la capacidad de los mismos para
interaccionar con la molécula de rhGM-CSF
glicosilada con el fin de evaluar el efecto de la glicosi-
facion en la interaccion. Finalmente, se describié
mediante el empleo de un panel de MAbs
anti-rhGM-CSF la especificidad de los autoanticuer-
pos, con el fin de predecir la eficacia del empleo
terapéutico de esta citoquina recombinante en indi-
viduos portadores de tales anticuerpos.

Materiales y Métodos

Preparacion de ['#1]rhGM-CSF

La marcacion de rhGM-CSF no glicosilado (pro-
ducido en £. coli) se llevo a cabo empleando el mé-
todo de la cloramina-T, introducida por Hunter y
Greenwood (25). Brevemente, 1 mCi de Na['%] di-
luido en solucion de fosfato de sodio 0,5 M,pH 7,5
fue adicionado a 4 ug de la citoquina. Posteriormente
se agregaron 0,2 ug de cloramina T y la mezcla se
homogeneiz6 suavemente durante 5 min. Se repitié
el paso anterior agregando nuevamente 0,2 ug de
cloramina T e incubando durante otros 5 min. Final-
mente, |a reaccion se inhibié agregando 50 ng de
metabisulfito de sodio. La citoquina marcada radiac-
tivamente fue separada del Na['*®I] libre no
reaccionante mediante cromatografia de exclusion
molecular empleando Sephadex G-75 (Amersham
Biosciences, Suecia). De estamanera, se obtuvo un
trazador con una actividad especifica de 10 uCi. pg”,
cuya calidad, desde el punto de vista de la conserva-
cion de su reactividad inmunoldgica, fue confirmada
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mediante un ensayo de titulacion frente a un suero de
conejo anti-rhGM-CSF.

Deteccidn de anticuerpos humanos anti-
rhGM-CSF en suero de individuos normales

Seinvestigd la presencia de anticuerpos huma-
nos anti-rhGM-CSF en un panel de sueros obtenido a
partirde 60 individuos sanos de edades comprendi-
das entre 18 y 24 anos junto con dos lotes de sueros
preparados a partir de la combinacion de sueros de
donantes sanos. Un lote correspondié a la mezcla de
sueros de 4.000 donantes sanos (Laboratorio de
Hemoderivados, Universidad Nacional de Cordoba)
y el otro correspondio a la mezcla de alicuotas idén-
ticas de ios sueros de los 60 individuos antes men-
cionados (lotes Ay B, respectivamente). El criterio de
seleccion de los sueros que conforman el lote Ay el
lote B es el mismo, es decir, cumplen con los requisi-
tos establecidos en los bancos de donacién de san-
gre. Empleando el método de unién de radioligando
(RBA}, una alicuota de 100 pl de cada muestra de
suero se incubd con 100 i de ['*1)rhGM-CSF con
una actividad aparente de 5.000 cpm. Los tubos fue-
ron homogeneizados por agitacidn e incubados du-
rante 16 horas a una temperatura de 4°C. Al dia si-
guiente, se agregaron 100 ul de suero trivalente
(anti-lgG, anti-lgA y anti-igM) de conejo
anti-inmunoglobulinas humanas (Biocientifica S.A.,
Argentina). Los tubos se incubaron durante 1 horaa
37°C. Posteriormente, se precipitaron los
inmunocompiejos con polietilenglicol 8.000 (Sigma,
EE.UU) al 10% (P/V). Los tubos seincubaron durante
1 horaa 4°C y luego los tubos fueron centrifugados
durante 15 min. a15.000 rpmy a4 °C enuna centri-
fuga Eppendorf (modelo 5403, rotor 16F24-11,
Hamburgo, Alemania). Finalmente, el sobrenadante
fue eliminado por aspiracién y la radiactividad del
precipitado fue determinada en un contador para ra-
diacion de tipo y (Triathler Multilabel Tester 425-004,
Hidex, Turku, Finland).

Deteccidn de anticuerpos humanos

anti-rhGM-CSF en lotes de inmunoglobulinas

purificadas y concentradas

A partir de ambos lotes de sueros, se purificé

la fraccion de gammaglobulinas mediante fraccio-
namiento salino con sulfato de amonio al 33% (V/V)
de saturacion. El producto de la precipitacion salina
fue dializado contra solucion salina de fosfatos
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10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4 y concentrado me-
diante ultrafiltracién, empleando cartuchos filtrantes
para microcentrifuga Ultrafree MC (Millipore, EE.UU.).
La reactividad de las inmunoglobulinas parcialmen-
te purificadas frente a rhGM-CSF fue evaluada me-
diante la técnica indicada para la deteccién de
anticuerpos humanos anti-rhGM-CSF en suero de
individuos normales.

Inmunoprecipitacion de rhGM-CSF por

accidn de las inmunoglobulinas humanas

en presencia de proteina A

Se desarrolld un ensayo de inmunoprecipitacion

(IPP) de la citoquina por accién de las inmunoglobulinas
humanas, parciaimente purificadas por precipitacion
salina, en presencia de proteina A-Sepharosa
(Amersham Biosciences). En 3 tubos conicosde 1,5 ml
se agregaron: 700 pl de medio de cultivo D-MEM
(Gibco B.R.L., EE.UU.) suplementado con suero fetal
bovino (SFB; Bioser, Argentina) al 10%, 100 pl de una
solucion5 pg.mi de hGM-CSF no glicosiladoy 200 pl
de la solucién de inmunoprecipitacién que contenia
NaCl 150 mM, Tris 10 mM, Tween 20 (Sigma)
0,5% (V/V), dodecilsulfato de sodio (SDS;
Sigma) 0,1% (PN), EDTA 10 mg.ml' {(pH 7.5).
Posteriomente, 20 pl deinmunaglobulinas purificadas
por precipitacion salina a partir del lote de sueros A fue
agregado a uno delostubos, 5 il de suero hiperinmune
de conejo anti-rhGM-CSF a otro tubo y 5 il de suero
basal de conejo (inmunoglobulinas de especificidad irre-
levante) al tubo restante. Finalmente se adicionaron 30pl
de solucion de proteina A-Sepharosa al 50% (V/V) a
todos los tubos. Los tubos fueron incubados durante
todalanoche a 4°C. Al dia siguiente, el inmu-nocomplejo
formado y ligado a proteina A fue separado de la
citoguina libre por centrifugacion durante 1 min. a10.000
rpm. El sobrenadante fue descartado y el precipitado
lavado con solucidn IPP. Finalmente, laresina fue trata-
dacon 50 ul buffer de muestra para electroforesis en
presencia de SDS y 2-mercaptoetanol y hervida duran-
te 5 min. en bario de agua. Luego de centrifugar cada
tubo, el sobrenadante fue sometido a SDS-PAGE y pos-
terior electrotransferencia a membrana de nitrocelulo-
sa. La presencia de rhGM-CSF fue detectada emplean-
do un MAD anti-rhGM-CSF (Laboratorio de Cultivos Ce-
lulares, Argentina) y anticuerpos de conejo anti-
inmunoglobulinas murinas conjugados con fosfatasa
alcalina (BioRad, EE.UU.). La interaccion fue revelada
mediante reactivos quimioluminiscentes.



Inhibicién de lainteraccién de ['*1jrhGM-CSF
con el receptor presente en células TF-1

Se analiz¢ la capacidad de las inmunoglobulinas
humanas para inhibir la interaccion de la citoquina
radioyodada con el receptor de hGM-CSF presente
en la linea celular TF-1 (ATCC CRL-2003), derivada
de una eritroleucemia humana y cuya proliferacion
depende de la presencia de dicha citoquina. En tubos
conicosde 1,5 mlse adicioné alternativamente 100yl
derhGM-CSF 50 pg.ml", 100 pl de MAD anti-rhGM-
CSF (M7E10) neutralizante de la actividad bioldgica
de la citoquina (20pg.ml), 100ul de inmunoglo-
bulinas humanas anti-rhGM-CSF parcialmente puri-
ficadas a partir del lote A o a partir del lote B (20 mg.
ml'). Posteriormente, se agregd a cada tubo 100 ul
de ['#I)rhGM-CSF con una actividad aparente de
8.000 cpm. Los tubos fueron incubados durante toda
la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente,
100ul de una suspension de células TF-1 fue adicio-
nada a cada tubo (3.10° cél.) e incubados a 37°C
durante 3 horas. Luego de la incubacién, los tubos
fueron entriados a 4°C y la suspensién celular fue
lentamente dispensada sobre tubos conicosde 1,5 ml
que contenian 500 4 de SFB frio a punta de congela-
cién. Los tubos fueron centrifugados a 10.000 rpma
4°C durante 5 min. y la radiactividad del paquete ce-
lular fue leida en contador de pozo.

Inhibicién competitiva de lainteraccion de

["*1]rhGM-CSF con un panel de MAbs

anti-rhGM-CSF en presencia de las

inmunoglobulinas humanas

Unaalicuota de 50 ul deinmunoglobulinas hu-
manas parcialmente purificadas por precipitacion
salina (20 mg.ml**) fueron incubadas toda la noche
atemperatura ambiente con 50 ! de ['**1)rhGM-CSF
(10.000 cpm). Posteriormente, la mezcla fue transfe-
rida a microplacas de poliestireno (Falcon, EE.UU.)
previamente sensibilizadas con diferentes MAbs
anti-rhGM-CSF (Laboratorio de Cultivos Celulares,
Argentina). La placa fue incubada durante 2 horas a
37°C, midiéndose finalmente la radioactividad unida
alafase sélida en contador de pozo.

Evaluacién de la capacidad de interaccion de
las inmunoglobulinas humanas con thGM-CSF
no glicositado y glicosilado
Se llev6 a cabo un radicinmunoensayo en fase
liquida, incubando 50 pl de thGM-CSF no glicosilado
(Schering Plough, Argentina) o glicosilado (Labora-
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torio de Cultivos Celulares, Argentina). Se ensayaron
diluciones sucesivas de las citoquinas desde 1 ug.ml"!
hasta 1.10 ug.ml. A cada tubo se adicionaron 30
de solucion de las inmunoglobulinas humanas
anti-rhGM-CSF parcialmente purificadas por precipi-
tacion salina, incubandose durante toda la noche a
temperatura ambiente. Al dia siguiente, se agregaron
100 ul de ['#1)rhGM-CSF (5.000 cpm). Los tubos fue-
ronincubados durante 2 horas a 37°C. Las restantes
etapas fueron desarrolladas siguiendo esencialmente
la metodologia indicada para la deteccion de
anticuerpos humanos anti-rhGM-CSF en suero de in-
dividuos normales.

Resultados y Discusion

Deteccién de anticuerpos humanos
anti-rhGM-CSF en suero de individuos
normales

Se analizaron los sueros procedentes de 60 in-
dividuos normales y dos lotes de sueros abtenidos
de la contribucidn de diferentes donantes sanos. El
promedio de la unién porcentual especifica del
trazador al ensayar cada muestra y su desviacion
estandar (n=3) fueron graficados en un eje de orde-
nadas en funcidn de cada muestra indicada en el eje
de abscisas (Fig. 1). Se determind el promedio de la
unién porcentual especifica del trazador (B%) en to-
das las muestras analizadas (n=62) y su desvia-
cion esténdar. La existencia de anticuerpos especifi-
cos se considerd positiva en aquella muestra cuya
unién porcentual superd el promedio calculado a
partir de la unidn porcentual especifica del trazador
en cada una de las muestras ensayadas (8,8 %) mas
dos desviaciones estandar (10,8 %). Este valor de
corte fue similar al establecido por Gallay et al. en
1991 (22), quienes investigaron Ia presencia de
anticuerpos naturales anti-IL-1B y anti-IL-1cc en plas-
ma humano normal mediante el método empleado
en este trabajo.

Enla Fig. 1 se observa que solamente el lote
de sueros A mostrd reactividad anti-rhGM-CSF. El
valor promedio de la unién porcentual del trazador
del lote A superé 1,8 veces al correspondiente valor
de la media calculada a partir de la totalidad de las
muestras, El lote B fue considerado no reactivo fren-
te a ['®l]rhGM-CSF.

A partir del lote de sueros considerado positivo
(lote A) y del lote de sueros sin reactividad detectable
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anti-rhGM-CSF (lote B), Ias inmunoglobulinas totales
fueron parcialmente purificadas por precipitacion sali-
na con sulfato de amania. Posteriormente fueron con-
centradas por ultrafiltracion hasta una concentracion
de30 mg.mt". El objeto de esta etapa fue confirmar la
presencia de anticuerpos anti-rhGM-CSF en el lote A,
incrementando la concentracion de los mismos para
posteriores experimentos y, asimismo, analizar si el
lote de sueros B, considerado negativo, presentaba
una concentracidn de anticuerpos anti-citoquina infe-
rior al limite de deteccion del ensayo que impidiese,
por consiguiente, su deteccion. Teniendo en cuenta
que la concentracién sérica de inmunoglobulinas hu-
manas es de aproximadamente 10-12 mg.ml, los
procesos de purificacién y concentracion
incrementaron 3 veces la concentracion de las mis-
mas. Sin embargo, s6lo se observ incremento de la
radioactividad precipitada en presencia de las
inmunoglobulinas purificadas a partir del lote A de
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sueros (Tabla 1). Evidentemente, el aumento de la
concentracion de los anticuerpos anti-rhGM-CSF fue
responsable de la mayor sefal radioactiva observa-
da permitiendo, ademas, confirmar la ausencia de
anticuerpos especificos en el lote B. Mediante estos
experimentos se confirmo la presencia de actividad
anti-rhGM-CSF en suero humano normal, correspon-
diéndose con trabajos previos que describieron la
existencia de los mismos en preparaciones farma-
céuticas de inmunoglobulinas humanas destinadas
al uso terapéutico (24) o inclusa en trabajos donde
se establecid su presencia en suero humano normal
empleando técnicas como ELISA o Western Blot.
Estas dltimas técnicas han sido utilizadas frecuente-
mente para la deteccién de los anticuerpos
anti-citoguinas. Sin embargo, existen evidencias que
indican que tales resultados deben acompanarse de
controles rigurosos e incubaciones previas de las
muestras para adsorber anticuerpos inespecificos,
de manera de obtener resultados caonfiables (26, 27).

Figura 1: Detecci6n de anticuerpos humanos anti-rhGM-CSF en suero de individuos normales. Muestras
séricas de individuos normales (n=60) y dos lotes de sueros normales fueron analizados por triplicado
mediante técnica de RBA empleando ['*I)rhGM-CSF. La radioactividad precipitada por cada muestra fue
expresada como porcentaje (B %) de la radioactividad total agregada a cada tubo. El promedio deB % de
cada muestra y su desviacion estandar fueron graficados en el eje de ordenadas en funcion de cada muestra
mostrada en el eje de abscisas. La linea central constituye el valor promedio de B % calculado a partir de
todos los sueros analizados. Las lineas de puntos establecen los limites de confianza del valor promedio del

ensayo, teniendo en cuenta la desviacion estandar.
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Tabla 1: Deteccion de anticuerpos anti-rhGM-CSF en los lotes de sueros Ay B, antes y después de su
purificacién por precipitacién salina y posterior concentracién mediante ultrafiltracion.

Lotes de Sueros B % (unién porcentual
del trazador)
Previa purificacion A 156+ 09
B 89+0,7
Post-purificacion A 608 = 0,7
B 93+03

Inmunoprecipitacion de rhGM-CSF por accién

de las inmunoglobulinas humanas en presen-

ciade proteina A

Con el fin de confirmar la identidad de las inmu-
noglobulinas humanas como proteinas séricas res-
ponsables de lainteraccion con rhGM-CSF, se desa-
rroll6 un ensayo de inmunoprecipitacion de la cito-
quina por accion de las inmunoglobulinas humanas
en presencia de proteina A-Sepharosa.

Los resultados obtenidos se muestran en la
Fig. 2 donde la presencia del rhGM-CSF precipitado
por anticuerpos especificos de suero de conejo (ca-
il 4) fue empleada como control positivo del ensa-
yo. Por otro lado, no se visualizé interaccion de natu-
raleza inespecifica entre la proteina A inmovilizada,
las inmunoglobulinas de especificidad irrelevante y
la citoquina. Finalmente, en el carril 3 de la mem-
brana de nitrocelulosa se observé una banda de
inmunoprecipitacién del rhGM-CSF en presencia de
las inmunoglobulinas humanas purificadas a partir
del lote de sueros A. La identificacion de rhGM-CSF
sobre lamembrana de nitrocelulosa permitio confir-
mar a los anticuerpos humanos como las proteinas
presentes en el lote de sueros A con capacidad para
interaccionar con la citoquina. De esta manera fue
posible descartar la presencia factores séricos de
diferente naturaleza con habilidad para unir la
citoquina en ensayos como el RBA. Asimismo, debi-
do a la elevada afinidad y especificidad de la
proteina A por la moléculas de IgG, seria posible
establecer la probable naturaleza isotipica IgG de las
inmunoglobulinas humanas capaces de interaccionar
con la citoquina.

Inhibicién de la interaccion de ['Z1]rhGM-CSF

con el receptor presente en células TF-1

El presente estudio fue llevado a cabo con el
objeto de evaluar la capacidad de las inmunoglo-
bulinas humanas para bloquear la unién del
rhGM-CSF con el receptor presente en las células
TF-1 como medida indirecta de la probable capaci-
dad neutralizante de Ia actividad bioldgica in vitro de
la citoquina en presencia de tales anticuerpos. Los
resultados mostrados en la Fig. 3 fueron expresa-
dos como porcentaje de interaccion de la citoquina
radioyodada con el receptor en presencia o ausencia
de los restantes componentes analizados.

El lote de inmunoglobulinas con actividad
anti-rhGM-CSF fue capaz de inhibir la interaccion en
un 35 = 2% (n=3) diferenciandose del lote de
anticuerpos considerado negativo, que demostré in-
capacidad absoluta para bloquear la asociacion del
trazador con el receptor de las células TF-1. La pre-
sencia de inmunoglobulinas humanas anti-rhGM-CSF
disminuy® la interaccién entre el receptor de las cé-
lulas TF-1 y la citoquina, indicando la habilidad de
los anticuerpos para bloguear la unidn de la hormona
al receptor y estableciendo, a su vez, la probable
capacidad neutralizante de la actividad biol6gica in
vifro de la hormona. Estos resultados son concor-
dantes con los obtenidos por Svenson y col. (24),
que describieron la supresion de la interaccion de
["#I)rhGM-CSF con el receptor presente en otra linea
celular (HL-60) y PMN humanos en una manera
dependiente de la dosis de inmunoglobulinas ensa-
yadas.
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Figura 2: Inmunoprecipitacién de rhGM-CSF en presencia de proteina A-Sepharosa. La IPP de hGM-CSF por
accion de las inmunoglobulinas humanas en presencia de proteina A-Sepharosa fue analizada mediante
SDS-PAGE en condiciones reductoras y posterior electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa. La
presencia de rhGM-CSF fue detectada empleando un MAb anti-rhGM-CSF y anticuerpos de conejo
anti-inmunoglobulinas murinas conjugados con fosfatasa alcalina. Finamente, la interaccion fue revelada
mediante reactivos quimioluminiscentes. Carrif 1, rhGM-CSF sin inmunoprecipitar; carrit 2, IPP de rhGM-CSF
en presencia de inmunoglobulinas irrelevantes de conejo; carrif 3, IPP de rthGM-CSF en presencia de
inmunaglabulinas humanas purificadas a partir del lote de sueros A; carrii 4, IPP de rhGM-CSF en presencia
de suero de conejo anti-rhGM-CSF.

Figura 3: Interaccion de ['#1]rhGM-CSF con el receptor presente en células TF-1 en presencia de las
inmunoglobulinas humanas purificadas. La interaccion de ['#i]rhGM-CSF con su receptor (1) fue evaluada
en presencia de: (2) rhGM-CSF no radioactivo (50 pg.mi-'); (3) MAb anti-rhGM-CSF (M7E10) neutralizante de
la actividad bioldgica, (4} inmunoglobulinas humanas purificadas a partir del lote A y (5) del lote B.
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Inhibicion competitiva de la interaccién de

['*1]thGM-CSF con un panel de MAbs

anti-rhGM-CSF en presencia de las inmuno-

globulinas humanas

Con el abjeto de evaluar la naturaleza de la po-
blacion de inmunoglobulinas humanas con actividad
anti-rhGM-CSF y describir los posibles epitopes re-
conocidos, se desarrolld un ensayo de inhibicién
competitiva. Para ello, se emple6 un panel de MAbs
anti-rhGM-CSF previamente caracterizado desde el
punto de vistainmunoquimico (28). Los epitopes re-
conocidos por cada MAb fueron previamente
individualizados mediante el empleo del método de
SPOT Sintesis (29, 30), demostrandose que el MAb
CC5BS5 reconoce el epitope conformacional consti-
tuido por los aminoacidos A18E21R23R24F119 y
R24E21N17W13, el MAb M1B8 reconoce el epitope
discontinuo P118F119W13E14 y el MAb M7E10, el
epitope representado por la secuencia
L61YKQGLRGSLTK72. ElMAb CC1H7 reconoce el
extremo N-terminal de Ia citoquina representando el
epitope lineal constituido por la secuencia A1PAR4.

Se calculé el grado de inhibicién de la
interaccion de cada MAb con el trazador en presen-
cia de las inmunoglobulinas humanas parcialmente
purificadas y concentradas (Fig. 4). La presencia de
las inmunoglobulinas humanas anti-rhGM-CSF dis-
minuyd la capacidad de interaccidn de la totalidad de
los MAbs neutralizantes de la actividad biolégica de
|a citoquina (M1B8, M7E10y CC5BS5). Contrariamen-
te, el MADb no neutralizante CC1H7 fue el tnico anti-
cuerpo cuya interaccion con la hormona radiactiva
no fue afectada por las inmunoglobulinas humanas.
Por otro lado, ninguno de los MADbs fue afectado en
su capacidad de interaccion con rhGM-CSF cuando
el ensayo de interaccion competitiva se llevé a cabo
empleando las inmunoglobulinas humanas parcial-
mente purificadas a partir del lote de sueros B.

Los ensayos de inhibicién competitiva entre los
anticuerpos humanaos y murinos permitieren, en for-
ma indirecta, evaluar los epitopes reconocidas por
las inmunoglobulinas humanas anti-rhGM-CSF. De
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esta manera, el bloqueo parcial de la interaccion de
la citoguina radioyodada con el receptor fue confir-
mada por la habilidad de las inmunoglobulinas hu-
manas para competir con los MAbs neutralizantes,
uniendo sitios de la citoquina relevantes para ejercer
su actividad bioldgica. Por otro lado, la competicion
demostrada con los MAbs, que mapean dreas dife-
rentes sobre la hormona, permitié establecer que la
poblacion de anticuerpos humanos anti-citoquina no
es homogénea.

Evaluacidn de la capacidad de interaccion de
las inmunoglobulinas humanas con rhGM-CSF
no glicosilado y glicosilado

LaFig. 5muestra las curvas tipicas de un en-
sayo de competicién, observandose la disminucitn
de lainteraccion del trazador con la inmunoglobulinas
humanas anti-rhGM-CSF (relacion B/F) a medida que
se incrementa la concentracion de citoquina tanto en
su version glicosilada como no glicosilada.

Para comparar la avidez de las inmunoglo-
bulinas humanas por ambos tipos de citoquinas, se
determind la concentracidn de rhGM-CSF no marca-
do necesaria para inhibir el 50 % de la interaccicn
de los anticuerpos humanos con ['*{]rhGM-CSF. Se
requiri6 mayor concentracion de citoquina
glicosilada, con respecto a la correspondiente no
glicosilada, para producir el 50 % de inhibicion de la
interaccion de las inmunoglobulinas con el trazador
(292pMy 20 pM, respectivamente). Esto dltimo es
consecuencia de la menor avidez de las inmunoglo-
bulinas humanas por la hormona glicosilada. De esta
manera, el comportamiento de las inmunoglobulinas
humanas frente a ambas versiones de la citoguina
puede homologarse a una heterogeneidad de afini-
dades de los anticuerpos policlonales. La presencia
de hidratos de carbono en la molécula producida por
células de mamifero perturbaria la capacidad de
interaccion de los anticuerpos humanos
anti-rhGM-CSF debido al ocultamiento de epitopes.
De esta manera, la glicosilacion seria responsable
de la menor interaccidn de dichos anticuerpos por la
version glicosilada de la citoquina.
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Figura 4: Inhibicion competitiva de la interaccian de [#1]rhGM-CSF con el panel de MADbs anti-rhGM-CSF en
presencia de las inmunoglobulinas humanas. En eje de ordenadas se graficd el porcentaje de neutralizacion
de Ia interaccion de ['#I)rhGM-CSF con cada MAD en presencia de las inmunoglobulinas purificadas por
precipitacion salina a partir del lote de sueros A (m) y del lote de sueros B ( +).
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Figura 5: Evaluacion de la capacidad de interaccién de ['#1]rhGM-CSF con las inmunoglobulinas humanas
anti-rhGM-CSF en presencia de las versiones no glicosilada y glicosilada de la citoquina. La magnitud de la
interaccién de las inmunoglobulinas humanas con el trazador fue analizada midiendo la radioactividad
precipitada por accion del reactivo precipitante (8) en relacion a la radioactividad libre en solucién (F). La
linea cortada paralela al eje de abscisas indica la relacién B/F en ausencia de competidor.
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Conclusiones

Se detecto actividad anti-rhGM-CSF en un lote
de sueros destinado a la preparacion farmacéutica
de inmunoglobulinas humanas de uso terapéutico.
Asimismo, tales anticuerpos inhibieron la interaccion
de rhGM-CSF con su receptor, sugiriendo la capaci-
dad de los mismos de neutralizar la actividad biol6-
gica que esta citoquina desarrollaria in vitro.

El empleo del panel de MAbs anti-rhGM-CSF
caracterizado inmunogquimicamente, permite estable-
cer cudles son las 4reas factibles de ser reconocidas
por las inmunoglobulinas humanas por ser sitios si-
milares o solapados con las regiones reconocidas por
los MAbs. Los ensayos de competicion sugieren, ade-
mas, la habilidad neutralizante de las inmunoglobulinas
humanas y describen la naturaleza heterogénea de la
respuesta autoinmune, debido a la diferente especifi-
cidad de los epitopes reconocidos.

Finalmente, los anticuerpos humanos
anti-rhGM-CSF demostraron habilidad para recono-
cer a la citoquina independientemente de la ausen-
cia o presencia de hidratos de carbono en la superfi-
cie macromolecular. Sin embargo, |a capacidad de
interaccién de las inmunoglobulinas humanas con la
version no glicosilada de Ia citoquina fue superior
con respecto ala completamente glicosilada produ-
cida en células de mamifero.

Este trabajo demostrd la presencia de
anticuerpos en sueros normales con capacidad para
inhibir la interaccién con el receptor de hGM-CSF in
vitro y el reconocimiento de epitopes potencialmen-
te importantes para que la citoquina interaccione con
dicho receptor. La deteccion de estos autoanticuerpos
naturales se convierte en un hecho relevante al defi-
nir un plan de tratamiento con rhGM-CSF no
glicosilado o glicosilado, con el fin de predecir su
efecto terapéutico. Teniendo en cuenta que el lote A
esta constituido por un numero elevado de sueros y
posee actividad anticuerpo especifica, y que ningun
suero del lote B es positivo, es posible suponer que a
nivel poblacional, la frecuencia de individuos con
autoanticuerpos naturales es baja. Por lo tanto, los
individuos con autoanticuerpos naturales tendrian ti-
tulos elevados, torndndose importante la deteccion
de dichos anticuerpos antes de aplicar un tratamien-
to con la citoquina.

Por otra parte, el seguimiento de los niveles y
especificidades de los anticuerpos desarrallados
durante el tratamiento con la citoquina, mediante
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ensayos llevados a cabo con el panel de MAbs, po-
dria guiar la terapia a sequir, seleccionando la ver-
sion de la citoquina que resulte realmente efectiva.
Serd interesante monitorear la respuesta anti-GM-CSF
enindividuos que, presentando o no una inmunidad
natural anti-GM-CSF, reciban tratamiento con la
citoquina recombinante, con el fin de correlacionaria
con el éxito o fracaso terapéutico.
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