MEDICINA D’AVANTGUARDA - ANTICOSSOS MONOCLONALS

|’aplicacio
d’anticossos
monoclonals
en terapeutica

humana

Trastuzumab (Herceptina®), Bevacizu-
mab (Avastin®), Infliximab (Remicade®)
o Natalizumab (Tysabri®) s6n noms
genérics seguits, entre parentesis, del
nom comercial de nous farmacs apa-
reguts durant aquests primers anys del
segle XXI. Trastuzumab en el cancer de
mama, Bevacizumab en el cancer de
colon o la degeneraci6 macular retini-
ana, Infliximab en [I'artritis reumatoide
i, finalment, Natalizumab en I'esclerosi
multiple han estat avencos significatius.
El coneixement de I'existéncia d’aquests
farmacs ja no esta circumscrit als res-
pectius especialistes (metges oncolegs,
reumatolegs, neurolegs...), sind que, a
través dels mateixos pacients tractats,
esta arribant a la societat en general.
Si ens fixem bé en els noms genérics
veurem que comparteixen la termina-
ci6 o sufix -mab, que és I'acronim de
monoclonal antibody, la traduccié a
I'anglés d’anticds monoclonal. Per tant,
ens trobem davant de farmacs que sén
anticossos monoclonals. Aquest fet els
caracteritza i explica que tinguin propi-
etats en comd.

Els anticossos son proteines produ-
ides pel sistema immune en resposta
a substancies estranyes que penetren,
per exemple, a I'organisme huma (anti-
gens). La seva funcié és localitzar i
neutralitzar antigens mitjangant diver-
sos mecanismes, definint la immuni-
tat humoral, és a dir, aquella basada
en components dissolts en el plasma
sanguini. El protagonista cel-lular de la
immunitat humoral és el limfocit tipus
B, que és anomenat cel-lula plasmatica
quan esdevé una veritable factoria pro-
ductora d’anticossos. Un principi basic
de la immunologia és que una cél-lula
plasmatica (limfocit B madur) fabrica
una sola entitat molecular o tipus con-
cret d’anticos, després d’una serie de
fendmens de recombinacid i mutacio
genética que son fascinants, perd que
no sén objecte d’aquesta revisio.

Lelectroforesi és la técnica que ens
permet fraccionar les proteines plas-
matiques i localitzar els anticossos a la
fraccid de les Y-globulines. Aquest fet i
la seva funcié originen el concepte d’im-
munoglobulina (Ig), que és equivalent al
d’anticos. Lestructura quimica de les
Ig tampoc és objecte d’aquesta revisio,
perd per poder entendre millor el procés
d’humanitzacié dels anticossos mono-
clonals és necessari recordar-la. Les Ig
son proteines en forma d’Y, formades
per dues cadenes peptidiques llargues
(H) i dues de curtes (L). Aquestes cade-
nes estan unides covalentment a través
de ponts disulfur (figura 1). Dins de cada
cadena podem distingir:

1. Tres dominis hipervariables, que
se situen a I'extrem aminoterminal (Nt) i
determinen conjuntament I'especificitat
d’unioé a un epitop concret en un antigen
concret. Aquest dominis s6n coneguts
també com CDR, que és una sigla dels
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mots anglesos complementarity deter-
mining regions.

2. Els dominis variables, que conte-
nen i emmarquen els CDR. Son ano-
menats VL i VH segons si es troben,
respectivament, a la cadena curtao ala
llarga. Un fet que cal considerar és que
estan codificats per un segment continu
de DNA dins dels gens de les Ig.

3. Els dominis constants, que se
situen a I'extrem carboxiterminal (Ct).
Aquests dominis no intervenen en el
reconeixement antigénic, perd sén clau
com a efectors del sistema immune,
per exemple, unint-se als macrofags,
activant el complement, etc.

Els anticossos monoclonals (mabs)
son el resultat d’un procediment expe-
rimental posat a punt I'any 1975 per a
I'obtencié d’anticossos en laboratori.
Els seus descobridors, G.J.F. Ko&hler
i C. Milstein, van ser mereixedors per
aquest fet del premi Nobel de Fisiologia
i Medicina pocs anys després, I'any
1984. Per comprendre la naturalesa
dels anticossos monoclonals és neces-
sari entendre aquest procediment, és a
dir, el seu metode de produccio (figura
2). Breument:

1. S’administra a un ratoli I'antigen
contra el qual volem obtenir mabs
(immunitzacié activa).

2. Després del procés d’immunitzacié
s’obtenen de la melsa del ratoli les cél-
lules productores d’anticossos i es fusi-
onen amb una linia cellular procedent
d’un mieloma de ratoli, linia cel-lular que
és deficient en no sintetitzar cap Ig.

3. Aquests cultius cel-lulars sén sot-
mesos a un procés de seleccio, és
a dir, d’eliminacié de les cél-lules no
fusionades.

4. Les cellules fusionades, a les quals
a partir d’aqui anomenarem hibridomes,
s’aillen individualment i s’amplifiquen
clonalment. Recordem que un clon és
una familia de cel-lules obtingudes per
divisions successives a partir d’'una pro- )}
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Figura 2: Bases metodologiques de I'obtencié dels mabs
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5. S’assaja la reactivitat de I'anticos
produit per cada hibridoma davant de
I'antigen que haviem administrat al rato-
li (procés de cribratge, screening en
aglés).

6. Fruit del procés de cribratge,
s’identifiquen aquells hibridomes que
produeixen els anticossos que ens inte-
ressen. Es a dir, els mabs.

L’hibridoma és, per tant, la clau meto-
dologica dels mabs. L’hibridoma hereta
de la cellula plasmatica progenitora la
propietat de produir un anticds concret
i Unic. Lhibridoma hereta de la cél-lula
tumoral mielomatosa un potencial de
creixement il-limitat. En consequéncia,
cultivant I'hibridoma és factible tenir
accés a quantitats industrials d’un
mab.

En contraposicié als anticossos
monoclonals hi ha els policlonals. En
una resposta immune de tipus humo-
ral es generen multiples anticossos
contra diversos antigens, per exemple,
d’un agent infecciés. L'anticds policlo-
nal (pab, I'acronim anglés de policlonal
antibody) és la suma de tots els anticos-
sos (molécules d’lg) generats pel siste-
ma immune davant d’epitops diferents,
perd, remarquem-ho, d’un Unic antigen
en concret. Aquest antigen ha provo-
cat que multiples limfocits B s’hagin
activat, hagin proliferat i hagin esdevin-
gut celllules plasmatiques producto-
res d’anticossos, que formaran el pab.
Recordem que cada cél-lula plasmatica
forma part d’'un clon cel-lular i fabrica
una Unica entitat molecular (Ig) dirigida
contra un epitop Unic de I'antigen. Des
d’un punt de vista metodologic, el pro-
cediment d’obtencié d’un pab passa
per la immunitzacié activa d’humans o
altres mamifers (vacunacié amb I'anti-
gen), I'obtencié del sérum i, finaiment,
la purificacio del pab.

Després d’aquesta introduccié sobre
els anticossos, caldria tornar a orientar
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Figura 3: Anticossos resultants del procés
d’humanitzacié dels mabs.
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aquest tema cap a la terapeutica. Una
forma de fer-ho és formulant una série
de preguntes:

1. Es innovadora la utilitzacid d’anti-
cossos com a farmacs en terapéutica
humana? La resposta és no. La immu-
noterapia passiva, és a dir, I'administra-
ci6 d’antiserums i Y-globulines especifi-
ques és un recurs terapeutic antic. Per
exemple, els sérums equins antitetanics
ja estaven disponibles en la prime-
ra meitat del segle XX. Les reaccions
adverses de tipus immune dels humans
contra les proteines sériques del cavall
van fer obsolets els antiserums i el
seu reemplagcament per la Y-globulina
antitetanica humana. Aquest preparat
és, de fet, un pab huma dirigit contra
el toxoide tetanic. Pel seu procediment
d’obtencid, la Y-globulina antitetanica
és un producte hematologic huma pre-
parat a partir de sérums de donants
immunitzats. Recordem que com a far-
macs també disposem d’altres Y-glo-
bulines, per exemple, contra virus com
el del xarampid, la rabia, la varicella, la
parotiditis, etc.

2. Quina innovacié terapeutica impli-
ca disposar de mabs? Per respondre
aquesta questid, el més facil és com-
parar les caracteristiques d’'un mab i
un pab (taula 1). De forma resumida, el

El mab és molt adient per
a la producci6 industrial |
geneticament manipulable

Els mabs humanitzats
predominen en la
terapeutica humana

mab és molt adient per a la produccié
industrial i és susceptible de manipula-
ci6 per enginyeria genetica.

3. Si els mabs apareixen I'any 1975,
per qué han tardat tots aquests anys a
esdevenir medicaments Utils? La prin-
cipal rad rau en el fet que fins fa poc
tots els mabs eren necessariament una
Y-globulina de ratoli. Els humans aca-
bem generant anticossos contra les
Y-globulines de ratoli, fet que causa des
de tolerancia farmacologica (pérdua de
I'efecte) fins a reaccions adverses de
tipus immune. No obstant aixo, alguns
mabs de ratoli han estat autoritzats per
a Us terapéutic en humans, per exemple
a dosi Unica o a dosis poc repetides.
En el nom genéric observem la termi-
nacié -momab/-omab, per exemple en
el cas del muromomab, també conegut
com muromonab-CD3 i emprat en el
tractament del refus agut d’organs tras-
plantats.

4. Si els mabs de ratoli comporten
problemes, aleshores, per qué no fabri-
quem anticossos monoclonals humans?
La resposta és doble. En primer lloc, hi
ha un problema étic. Els protocols d’im-
munitzacié activa i extraccié de cél-lules
de la melsa que podem aplicar al ratoli
son, en la majoria de casos, injustifica-
bles eticament en humans. En segon
lloc, hi ha un problema técnic. No s’ha
pogut trobar cap linia cel-lular de mie-
loma huma que hagi permés I'obtencio
d’hibridomes humans. Per solucionar
aquests dos obstacles es va iniciar el
procés de recerca i desenvolupament
conegut com humanitzacié dels mabs.

Per humanitzacié d’'un mab entenem
la transformacié d’un mab, que és una
Ig de ratoli en humana (figura 3). La
primera aproximacio va ser el mab qui-
méric. El mab quimeric s’obté per engi-
nyeria genetica, connectant els dominis
constants d’una Ig humana i el domini
variable del mab de ratoli. L’hibridoma
ens proporciona la informacié genética




Taula 1. Comparacio de les caracteristiques

d’un pab i un mab
ANTICOSSOS POLICLONALS

Obtencid restringida a antigens molt
immunogenics. Aplicacio forca restringida
a laimmunitzacio passiva. Es el cas

de la Y-globulina antitetanica, altres
Y-globulines especifiques, etc.

La produccid és limitada i costosa:
immunitzacié d’animals, donants de sang
humans, fraccionament del plasma, etc.

Impuresa de la preparacio. Hi poden
haver altres proteines plasmatiques
0 altres anticossos no dirigits contra
I'antigen en qiiestio. El preparat mai
és el mateix, és poc reproduible.

Son poliepitopics, cosa que els fa més
adients per neutralitzar un antigen, ja
que s’hi uneixen en multiples llocs.

Risc de contenir agents transmissors
de malalties infeccioses, per exemple,
virals, com passa amb altres preparats
hematologics d’origen huma.

Especialment en el cas de serums d’origen
animal, apareixen respostes immunes

a proteines estranyes. Es produeixen
anticossos contra multiples components
del sérum de I'organisme donant. Les
reaccions anafilactiques no son rares

i son poc previsibles perque és dificil
detectar antecedents de sensibilitzacio.

No hi ha marge o possibilitats d’innovacio.

que codifica els dominis variables del
mab. Per tant, s’efectua una construc-
ci6 genética que s’expressa en cel-lules
cultivades i s’obté el mab quimeric. Tot
i que el sistema immune dels humans
encara és capag de recongixer el domi-
ni variable com estrany i fabricar anti-
€0ss0s contra aquest domini, els mabs
quimerics han suposat una millora i han
estat acceptats per a Us terapeutic en
huma. El nom genéric d’aquests mabs
quimerics conté la terminacié -ximab,
per exemple, Infliximab (Remicade®).

ANTICOSSOS MONOCLONALS

La seva aplicacio desfasa la mera
immunitzacio passiva contra germens
patogens. Es poden produir anticossos
contra substancies fisiologiques
(citoquines, factors de creixement,

etc.) o estructures cel-lulars

(receptors, molecules d’adhesio
intercel-lular, etc.), que possibiliten

noves aplicacions terapeutiques
(immunosupressores, oncologiques, etc.).

Produccid il-limitada. Les caracteristiques
dels hibridomes faciliten la seva adaptacio
al procés de produccio industrial. El seu
cost elevat no guarda relacio amb el

cost de produccid. El preu resulta del
valor afegit lligat als costos de recerca

i desenvolupament del producte.

Absencia de components que puguin
ser considerats impureses. Es tracta
d’una sola entitat molecular, és a dir, un
preparat homogeni d’un sol anticos (Ig).
Maxima reproduibilitat del preparat.

S6n monoepitopics.

No hi ha risc de transmetre
malalties contagioses.

Els mabs son Y-globulines de ratoli, la seva
administracio repetida a humans originara
anticossos anti-Y-globulina de ratoli. En
aquest punt, doncs, son inferiors als pabs
d’origen huma. Aquest desavantatge déna
lloc al procés d’humanitzacié dels mabs.

Hi ha un marge amplissim per a la
innovacio, atesa la facil coordinacié amb
tecniques d’enginyeria genetica (DNA
recombinant). Per exemple: la sintesi de
mabs conjugats a toxines (immunotoxines),
la humanitzacio dels mabs, etc.

El seglient pas van ser els mabs huma-
nitzats. En aquest cas, de I'hibridoma
productor d’'un mab de ratoli se n’utilitza
només la informacio genética que codifi-
cade les CDR. En els gens d’lg humana
s’insereixen les CDR del mab de ratoli.
Aquests gens s’expressen en cél-lules
cultivades i s'obté el mab humanitzat.
Sobre aquest mab humanitzat és pos-
sible aplicar tecniques d’enginyeria de
proteines. Les CDR determinen els llocs
d’unio a I'antigen, pero la seva estructu-
ra espacial esta influenciada per altres

aminoacids dins del domini variable.
Lanalisi informatica tridimensional del
domini variable suggereix modificacions
per anar optimitzant, progressivament,
I'afinitat antigenica. Aixi, per exemple,
s’han pogut obtenir mabs humanitzats
que dupliquen I'afinitat del mab original
de ratoli. Els mabs humanitzats sén els
que actualment arriben i predominen
en el mercat terapéutic dels mabs. Els
reconeixerem pel sufix -zumab en el
seu nom generic, per exemple Tras-
tuzumab (Herceptina®), Bevacizumab
(Avastin®), etc.

El darrer avenc en el procés d’huma-
nitzaci6 ha estat I'obtencié de mabs
totalment o completament humanitzats
(fully human mabs). A aquests produc-
tes, s’hi ha arribat per dos procediments
diferents:

— Cribratge de llibreries de bacterio-
fags que continguin més de 100 domi-
nis variables diferents (phage display
libraries).

- L'obtenci6 de soques de ratoli
modificades genéticament a les quals
s’han destruit els gens d’lg i substituit
pels gens humans d’lg. Per tant, si
en aquests ratolins apliquem el pro-
cediment classic d’obtencido de mabs
(figura 2), obtenim hibridomes de ratoli
que fabriquen una Ig humana, un mab
huma.

Un d’aquests mabs humans ja esta
disponible en terapéutica. Es tracta de
I’Adalimumab (Humira®). Fixem-nos
que en el nom geneéric apareix la ter-
minacié -mumab, probable designacié
de tots els mabs humans que vagin
apareixent en un futur.

Amb tot el que hem explicat fins ara,
el nostre objectiu ha estat fer més ente-
nedora la naturalesa d’aquests nous
medicaments, els anticossos monoclo-
nals (mabs). Resulta obvi que no son
farmacs convencionals, sind productes
biotecnologics sofisticats. Per emfatit-
zar la seva repercussio en la terapeuti-
ca humana, seria interessant descriure
les caracteristiques més rellevants dels
mabs en Us clinic actualment. Pero,
atesa I'actual extensié d’aquest article,
preferim deixar-ho per a futures col-
laboracions amb aquest butlleti.

Judit Cirera i Torres

Prof. associada de Farmacologia
Jacint Boix i Torras
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Universitat de Lleida
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