Anticorpi monoclonali
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Hybridoma Technology

Celis fuse
to make
hybridomas Cancerous

plasma cells

Antibody-producing

plasma cells Clones are tested for

desired antibody

Hybridoma cells
grow in culture N

Individual hybridoma Desired
cells are cloned clones are
' cultured
and frozen

Hybridomas are 1
kept alive in mouse

Monoclonal antibodies

are purified %L\xt\"\‘l}

Kohler & Milstein

“Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined
specificity”

Nature. 1975 Aug 7;256(5517):495-7
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Produzione di anticorpi monoclonali tecnologia
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Terreno di cultura HAT (ipoxantina -

amminopterina - timidina)

Amminopterina €’ un inibitore della sintesi de novo delle

purine = la sua presenza nel mezzo inibisce questo

processo per cui le cellule dipendono dalle purine presenti

nel mezzo e dalla “salvage” pathway per la loro | swresi DeuLe puRI |

|

soppravvivenza. | ! | :

Sintesi de novo Via di salvataggio

Ipoxantina

Timidina consente la produzione dei nucleotidi timidinici. S

Ipoxantina consente la produzione dei nucleotidi quaninici -
j P ; e

da parte degli splenociti/linfociti B, degli ibridomi ma non
delle cellule di mieloma che muoiono (non possiedono TK e
HGPRT). Gli splenociti/linfociti B muoiono comunque in | S —

colture nel giro di 7-10 giorni. P

TK HGPRT

l}— Amminopterina

) Coo - . . TK: timidina kinasi
Soppravvivono nel mezzo HAT solo gli ibridomi in quanto HGPRT: ipoxantina guanosina

possono utilizzare I" ipoxantina come sorgente di nucleotidi fosforibosil-trasferasi
guaninici (componente dello splenocita) e possono

soppravvivere per lungo tempo in coltura (componente del

mieloma).



Anticorpi terapeutici ottenuti
con la tecnologia dell'ibridoma
* Ha reso possibile I'ottenimento di grandi quantita
di anticorpi specifici per un determinato antigene.

+ Storicamente, il primo anticorpo monoclonale il cui

uso e stato autorizzato nei pazienti e un anti-CD3
dei linfociti T, MUROMONAR o ortoclone OKTS3,
per frattate il rigetto acuto dopo trapianto di rene.

» L'uso prolungato di anticorpi murini nei pazienti
determina |'insorgenza di sindromi "allergiche"
caratterizzate da rigonfiamento delle articolazioni,

eruzioni ed insufficienza renale.
* La produzione viene interrotta nel 2010



Meccanismi con cui gli anticorpi inducono gli
effetti terapeutici

w e
-
_. ;
"
o
h' - ’ 2 ]
-.: “
o .
.

v |
I.‘
Cell SN P oy
A o 4 . .’
' r

Pt o =N Modulazione diretta
= 2 ¢ i D
P TINF \ WY : i —
B etamor deIIar?tlgen.e bersaglio
TNF-a , terapie anti-TNFa o anti-IgE

e Murine
3 Human




Meccanismi con cui gli anticorpi inducono gli
effetti terapeutici

Antibodies bind to
membrane-surface
antigens on the
target cell
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Multiple pathways
elicit a complement
cascade, where
complement binds
to the antibodies
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Binding of
complement leads to
the induction of a
membrane attack
complex
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Target cell dies of cell
lysis

Antibodies bind to
membrane-surface
antigens on the
target cell

NK92 cells expressing
CD16 Fc receptors
recognize cell bound
antibodies

Crosslinking of CD16
triggers
degranulationinto a
lytic synapse

Target cell dies by
apoptosis

Azione citotossica mediata dal
complemento (CDCC)

Azione citotossica mediata da
cellule (ADCC)



REAZIONI ANTI-ANTICORPO RIDUCONO L’ EFFICACIA TERAPEUTICA

Le sequenza amminoacidiche nelle regioni costanti delle catene H dei frammenti Fc, sono le
stesse in individui diversi della stessa specie, ma sono diverse in specie diverse; queste
differenze sono responsabili delle reazioni immunitarie contro le immunoglobuline. Queste
reazioni si presentano per esempio in pazienti che assumono per lungo tempo anticorpi
contenenti le sequenze di immunoglobuline murine.

ANTICORPO IMPIEGO %
Human anti-mouse antibodies {MUROMONAB { RIGETTO ACUTO ~50
[ LUPUS ER. SIST. ~35

Human anti-chimeric antibodies { RITUXIMAB 7

| LINFOMA -1
- TRASTUZUMAB{ CANCRO SENO 0.1

Human anti-human antibodies

| DACLIZUMAB { RIGETTO ACUTO
Queste reazioni:

- effetto avverso anche severo (pretrattamento con FANS ed anti-istaminici);
- interferiscono con la funzionalita’ e quindi I efficacia degli anticorpi terapeutici;
- variano come incidenza in base alla malattia ed all’ uso di altri farmaci.
(da “Pharmaceutical Biotechnology” - 2008)



Il tentativo di generare anticorpi monoclonali umani impiegando la tecnologia
dell'ibridoma non ha avuto pieno successo in quanto mancano linee cellulari di mieloma

umano e gli ibridomi risultanti sono instabili.

Negli ultimi 30 anni diversi approcci sono stati ideati in modo da "umanizzare" gli
anticorpi murini.

e Anticorpi monoclonali murini mediante la tecnologia dell’ibridoma

e Anticorpi chimerici (70% DNA umano) e umanizzati (95% DNA umano)

e Anticorpi completamente umani, utilizzando animali transgenici con i loci

delle immunoglobuline umane.

Porzione umana 0 ~60-70% ~90-95% ~ 100 %
Porzione murina 100 % ~30-40% ~5-10% 0
/
Eé CDR E:HEé §E Eé
Regione murini - '
V murina
murini chimerici umanizzati u:nz:ni




Anticorpi monoclonali: nomenclatura

ChimericmAb Fully human mAb Murine mAb Humanised mAb

TYYYy

Infibcimab Adalimygmab Muromgnab (OKT3)  Atlizumab
Ab: ximab Golimumab Dadizumab
Basiliximab Fontolizumab
Rituximab Natalizumab
Visilizumab

Alemtuzumab

Humanised Fab’

mab Monoclonal antibody fragment
r

%I Chimeric antibody
zu Humanised antibody
li Immunmodulatory antibody
tu Antitumour antibody

Cardiovascularantibody
u Human
© Murine

Certolizumab

da Baumgart & Sandborn, Lancet 2007



Produzione di anticorpi murini umanizzati: anticorpi chimerici con sostituzione delle
porzioni costanti

m™mi

» Secretion of
TNFa specific chimeric antibody

murine hybridoma / a

Clone murine
variable region DNA

TranSfeCtlon.by Figure 2. Derivation of chimeric
VL VH eleCtrOpqrat'on mouse-human MAbs such as
of murine Remicade® using recombinant DNA
myeloma cells  technology. Heavy and light chain variable
cDNAs are cloned from a hybridoma cell clone
producing the desired mouse MAb . These
] ] variable sequences (VL and VH) are inserted

into plasmid vectors containing the desired
human light and heavy chain constant domain

Join to human sequences (the Ck and G1 CH1, CH2 and CH3,
constant regions I I respectively) and transfected into myeloma cells.
The antibody secreted by these cells is now
chimeric, containing variable protein domain
' derived from the original mouse antibody fused

to human constant protein domains.

da Fleischmann & Shealy, Molecular Interventions 2003



Produzione anticorpi
completamente umani

Possono essere prodotti impiegando due
approcci:

- phage display library ( = adalimumab);

- topi transgenici ( = panitumumab).



Phage display library

Impiega i fagi filamentosi per isolare
geni sulla base dei loro prodotti
proteici; inizialmente era utilizzata
come tecnica di clonaggio per isolare
geni per proteine di cui erano
disponibili anticorpi specifici.
Successivamente |’ applicazione e’
stata invertita e la tecnica e’
impiegata per individuare anticorpi
diretti contro proteine purificate.

ADALIMUMAB e’ un esempio di
anticorpo umano prodotto con la
tecnica del “phage display”.

Unbound phage
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Tabella 10.1 Caratteristische delle diverse classi di anticorpi.

1gG1 1gG2 1gG3 1gG4 IgA igM [+]3 [+]0)
Catena H vyl y2 V3 vé a H £ d
Concentrazione plasmatica (mg/mL) 9 3 1 0,5 2,1 1,5 5.10° 0,03
Emivita plasmatica [giorni] 23 23 8 23 b ; 2,5 3
Trasporto attraverso lepitelio - - E - +44 + - -
Trasporto attraverso la placenta +++ + .- + - - - -
Diffusione nei siti extravascolari e +++ - +++ ++ - - +
Trasporto nelle mucose - - - - - + - -
Legame al recettore Fc su fagociti ++ - e + - ? - -
Attivazione del complemento i +- ‘. - - ++ - -
Neutralizzazione ++ ++ ++ ++ ++ + - -

Opsonizzazione +++ - ++ + + - - -




IgG subclass | Percentage in

(Secreted 1G)

Complement
activation

serum
IgG1 66
IgG2 23
IgG3 7
Ig9G4 4

Half life

(days) affinity for
FcyRIIa

~21 +++

~21 +/-

~7 +++

~21 + o -

IgGl: la sottoclasse pitl utilizzata, soprattutto quando si vuole una citotossicita cellulo

mediata (oncologia)

Ig62 e IgG4, non mediano la citotossicita, vengono scelti quando si vuole evitare la

morte cellulare.
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La complessita delle proteine

» Strutture molto grandi e instabili

»+ Struttura che si mantiene conformata
con forze di legame molto deboli

* Facile denaturazione anche in
condizioni hon aggressive

- Facilmente eliminate e distrutte
dall'organismo



Passaggio dei farmaci attraverso
le membrane cellulari

Diffusione Diffusione Trasportatori Endocitosi
attraversoun  attraverso i
canale acquoso lipidi
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* hoh & selettiva

Diffusione semplice

- E la modalita pill frequente di passaggio dei
farmaci attraverso le membrane

* non richiede consumo di energia

» e tanto piu rapida

e completa quanto ”m%‘ ¢ .3‘ ¢ "\
pit il farmaco ¢ i ,, HHJ
liposolubile 181818 |

| WM'O""




- ¢ altamente selettivo

- ¢ saturabile

Trasporto attivo

- E mediato da un carrier

* trasporta farmaci che sono analoghi di
sostanze endogene (5-fluorouracile, |-dopa)

* trasporta contro gradiente e consuma
energia

ma molecole simili
possono competere




Velocita di assorbimento
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Concentrazione del farmaco



Endocitosi

Processo per cui porzioni di membrana
cellulare, introflettendosi e chiudendosi su se
stesse, si tfrasformano in vescicole
intracellulari nelle quali rimangono
intfrappolati:

Componenti della membrana stessa

Sostanze dissolte nei fluidi extracellulari (fluid
phase endocytosis)

Sostanze legate ai componenti della membrana
endocitata (receptor mediated endocytosis)



%%
A -

© ©
¢Y

N\
7

O+

Extracellular

Vesicular transport

D ~@

Intracellular

Phagolysosome

© 9@ @-@—-@F

== | igand
Plasmalemma

== Receptor
e Clathrin
= Adaptins

Extracellular



endotelio

capillare sangue
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\ Farmaci a basso PM

. Sito di iniezione

Farmaci ad alto PM
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Farmacocinetica dei farmaci
proteici e peptidici: assorbimento

Cause della scarsa biodisponibilita orale
dei farmaci proteici e peptidici

* Degradazione nel tratto gastrointestinale :
pepsine (stomaco), tripsina, chimotripsinag,
elastasi, carbossipeptidasi A e B (tenue),
proteasi citoplasmatiche e di membrana
degli enterociti

» Scarsa permeabilita



Metodi per migliorare la
biodisponibilita orale delle proteine

Diminuire |'attivita peptidasica nel tubo gastroenterico:

- aprotinina, bacitracing, inibitore della tirosina di soig,
borolcucina, borovalina

Migliorare la resistenza alla degradazione modificando la struttura
molecolare

Aumentare la permeabilita della barriera all'assorbimento:

- aggiunta di acidi grassi/fosfolipidi, sali biliari, detergenti non
ionici a struttura di estere e di rtsiren
etere, saponine, B-ciclodestrine
metilate

- con l'impiego di liposomi
Prolungare ol tempo di esposizione

(per esempio, tecnologie di
bioadesione)




Vie di somministrazione dei
farmaci proteici

- Endovenosa (infliximab Remicade®...)

- Intramuscolare

+ Sottocutanea (anakinra Kineret®, etanercept
Enbrel®, adalimumab Humira®, insuline...)

+ Intravitreale (ranibizumab Lucentis®, bevacizumab
Avastin)

* Le proteine somministrate per via s.c. vengono
assorbite attraverso i capillari se piccole,
attraverso i vasi linfatici se piu grandi (> 16 kDa)



BTABLE 5.7. Some dosage formulations and sites used in administration of

biopharmaceuticals

Dosage

Route of Administration Formulation Examples

Parenteral Solutions, Blood clotting factors, colony-
Intravenous, Suspensions, stimulating factors, antibodies and
Intraarterial, Lyophilized derivatives, interferons, interleukins,
Intracardiac, powders to be enzymes, hormones, vaccines
Intraspinal or Intrathecal, reconstituted
Intramuscular, into solution
Intrasynovial,

Intracutaneous or Intradermal,
Subcutaneous

Local injection

Intrarespiratory
Topical

Intranasal

Intravitreal

Solutions

Aerosols

Gels

Solutions

Solutions

Interferon for direct injection into wart

DNAse delivered to lungs to reduce
mucus accumulation

Platelet-derived growth factor for wound
healing

Calcitonin for Paget’s disease;
gonadotropin-releasing hormone
(GnRH) agonist for management of
endometriosis

Antisense nucleotide polymer against
CMV retinitis in patients with AIDS



DISTRIBUZIONE DEI
FARMACI

Acqua Acqua
dei liquidi interstiziali intracellulare
~16% ~35%
B BBB BBBBB B
Acqua Acqua
del transcellulare
plasma ~2%
~5% ® ®
04 ----- - OO< ------------ > O O O< ------- »O
A
P
O
1 BBB  Molecole di fairmaco legato
$ O O © Molecole di farmaco libero
BBB

Tessuto adiposo ~20%



DISTRIBUZIONE DEI FARMACI

» Il volume di distribuzione (V) viene definito come
il volume di liquido che conterrebbe la quantita
totale di farmaco nell’organismo se questo avesse
in quel volume una concentrazione uguale a quella
plasmatica

vVd = Q/Cp



Concentrazione plasmatica (mg/l)

lidocaina 150 mg i.v.
| Vd = Q/Cp
Vd = 150 mg/2 mg-|-

§ Vd=75 |

Il fase
/

tempo (ore)



Distribuzione dei farmaci
proteici e peptidici

» Il volume di distribuzione apparente ¢ di solito
relativamente piccolo

* Per i farmaci somministrati per via endovenosa

e di solito uguale o appena maggiore del volume
totale del plasma

Proteina Peso molecolare vd (I)
(kDa)

Eritropoietina 304 28-35

Anticorpi monoclonali 150 5,6




