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Resumen: La presién evolutiva ha seleccionado los anticuerpos como moléculas clave del sistema
inmunitario en la defensa frente a los patégenos. Sin embargo, el desarrollo de las tecnologias para
generar anticuerpos monoclonales ha permitido su uso generalizado como agentes diagndsticos y
terapéuticos en numerosas enfermedades, incluyendo el cancer. Al contrario que las neoplasias
hematoldgicas, los tumores sélidos han demostrado ser relativamente resistentes a la accidn de los
anticuerpos monoclonales. En un intento de mejorar su eficacia antitumoral se han generado nuevos
formatos de anticuerpos monoclonales recombinantes, que en principio imitaron la estructura de las
immunoglobulinas nativas y generaron anticuerpos fundamentalmente bivalentes y monoespecificos.
En fechas mds recientes se han desarrollado nuevos formatos de anticuerpos multivalentes, con
mayor capacidad de penetracion tumoral, mediante la optimizacidn de parametros farmacocinéticos
y funcionales. Estos presentan una mayor eficacia antitumoral gracias a la incorporacién de nuevas
funciones efectoras. En este capitulo se revisan los recientes avances en el campo de la ingenieria
de anticuerpos y las nuevas estrategias terapéuticas basadas en el uso de anticuerpos monoclonales
recombinantes de tercera generacion.

Palabras clave: Anticuerpo monoclonal — Ingenieria de anticuerpos — Anticuerpo recombinante —
Trimerbody.

Anticuerpos monoclonales

La estructura basica de un anticuerpo (Ac)
estad formada por dos cadenas proteicas pesa-
das (H), unidas entre si por puentes disulfuro,
y dos cadenas ligeras (L), igualmente idénti-
cas entre si, que se unen individualmente a
cada una de las cadenas H por interacciones
covalentes y no covalentes (Fig. 1). Los pri-
meros 100 residuos de cada cadena son vir-
tualmente distintos en cada molécula de Ac
(region variable o V), mientras el resto de la
cadena es idéntica en cada Ac de una deter-
minada clase (regién constante o C). La zona
de unién con el antigeno (Ag) esta formada

por tres segmentos peptidicos no colineales
pertenecientes al dominio V,, y tres al domi-
nio V,, que se yuxtaponen para formar una
superficie o cavidad (paratopo) donde se aloja
la regién del Ag reconocida por el Ac (epito-
po). Los segmentos que lo forman reciben el
nombre de “regiones hipervariables” o “regio-
nes determinantes de la complementariedad”
(CDR, Complementary Determining Regions).
Cada molécula de Ac presenta tres regiones
unidas por un segmento polipeptidico flexible
denominado “regién bisagra”,! que tiene una
forma similar a una Y (Fig. 1A).

Hasta que se desarrollaron los anticuerpos
monoclonales (AcMo) en el afio 1975,2 el uso
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Figura 1. A) Estructura de un anticuerpo (Ac). Un Ac esta formado por dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas
ligeras (L), y contiene dos zonas variables (cada una compuesta por una region V,, y una V,) que le confieren la
especificidad de unién. EI dominio Fc es la regidn efectora encargada de activar el complemento y de unirse
a diferentes tipos celulares. B) Diagramas esquematicos de diversos tipos de AcMo: muridos, humanos, qui-

méricos y humanizados.

clinico de Ac se centraba Unicamente en la
utilizacién de sueros policlonales, que con-
tienen una “mezcla” de Ac procedentes de la
activacién de distintos clones de linfocitos B.
El hibridoma es el resultado de la fusion de un
linfocito B, procedente del bazo de un animal
inmunizado con el Ag de interés, con una cé-
lula de mieloma que aporta la capacidad de
dividirse indefinidamente. De esta forma pue-
den obtenerse Ac producidos por un clon ce-
lular (monoclonales) que derivan de un unico
linfocito B. Estos AcMo son, por tanto, homo-
géneos y especificos de epitopos individuales,
y pueden producirse en grandes cantidades, lo
que les convierte en reactivos perfectamente
estandarizados.

Sin embargo, el uso clinico de los AcMo de
primera generaciéon presentaba importantes
limitaciones derivadas de su origen no huma-
no: corta vida media sérica, ineficaz recluta-
miento de funciones efectoras y problemas
inmunitarios. Una proporcién importante de
los pacientes tratados con AcMo desarrollan
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una respuesta inmunitaria (HAMA, Human
Anti-Murine Antibodies). Para solventar estos
obstaculos se desarrollaron nuevas técnicas
moleculares que han dado origen a los AcMo
de segunda generacién: quiméricos y humani-
zados. Un AcMo quimérico (AcMo-Q) es una
molécula artificial en la cual las regiones V
provienen de una inmunoglobulina (Ig) muri-
day las regiones constantes de una Ig humana
(Fig. 1B). Los objetivos fundamentales de la
quimerizacion son reducir la inmunogenicidad
y potenciar las funciones efectoras del AcMo
murido, manteniendo la especificidad y la afi-
nidad del AcMo original. La técnica implica el
aislamiento de los genes de las regiones Vy
V| a partir del hibridoma gue produce el AcMo,
su insercion en vectores de expresion que con-
tienen genes de una region C, o C_humana,
y la seleccién de los transfectantes generados
a partir de células de mamifero para la pro-
duccion y posterior purificacién del AcMo-Q.34
Numerosos trabajos han demostrado que los
AcMo-Q interaccionan de forma especifica con
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la diana reconocida por el AcMo mdurido origi-
nal, son capaces de mediar funciones efecto-
ras de forma eficiente y son mejor tolerados.
Como consecuencia se ha desarrollado una
gran variedad de AcMo-Q, algunos de los cua-
les han sido aprobados para uso terapéutico.

Sin embargo, en algunos casos los AcMo-
Q son capaces de inducir respuestas inmuni-
tarias (HACA, Human Anti-Chimeric Antibo-
dies). Asimismo, para reducir la inmunogeni-
cidad se desarrollaron los AcMo humanizados
(AcMo-Hz). Esta tecnologia consiste en el
trasplante de las regiones hipervariables (CDR
grafting) de un AcMo mirido entre las regio-
nes de entramado de un dominio V humano
(Fig. 1B).5® De este modo se genera un domi-
nio V hibrido ratén-humano y se transfiere una
especificidad de reconocimiento determinada
a una molécula que es completamente huma-
na en el resto de su secuencia.

El desarrollo de AcMo terapéuticos ha sido
tan vertiginoso que en la carrera para crear
moléculas mas eficaces y mejor toleradas se
han generado procedimientos para obtener
AcMo totalmente humanos (AcMo-H): gene-
racién de cepas de ratones transgénicos para
los loci de las Ig humanas’ y tecnologia de
genotecas de anticuerpos, mediante la “pre-
sentacién o exposicién” de repertorios de Ac
de la superficie de fagos filamentosos (phage
display).®

Actualmente hay mas de 30 AcMo apro-
bados para su utilizacién como farmacos en
humanos, y varias decenas se encuentran en
fase de ensayo clinico. El efecto terapéutico
de los AcMo *“desnudos” (IgG nativas) esta
determinado por sus propiedades como molé-
culas efectoras de la respuesta inmunitaria, o
por el reconocimiento de dianas especificas.
Entre las primeras se incluyen su capacidad
para activar células del sistema inmunitario
que expresan receptores para la porcion Fc
(FcR) de la Ig (mecanismos Fc-dependientes),
y su capacidad para desencadenar CDC (Com-
plement Dependent Cytotoxicity). Los AcMo
de las subclases 1gG, e IgG, interaccionan con
los receptores FcRyl (CD64), FcRylla (CD32),
FcRyllb y FcRylll (CD16), presentes en di-

ferentes tipos celulares. La activacién de los
FcR produce diferentes efectos, segln el tipo
celular: fagocitosis, liberaciéon de mediadores
inflamatorios y ADCC (Antibody-Dependent
Cell mediated Cytotoxicity). Entre los meca-
nismos Fc-independientes se incluyen la in-
duccién de la muerte programada (apoptosis),
el bloqueo de interacciones ligando/receptor,
la inhibicién de la angiogénesis y la activacion
de la respuesta inmunitaria (AcMo inmunoes-
timulantes).

Nuevos formatos de anticuerpos

Algunas caracteristicas de los AcMo nativos,
como su tamafio y su prolongada vida media,
pueden representar una limitacion para ser
utilizados in vivo como herramienta terapéu-
tica, en algunos contextos. La vida media tan
larga se debe a que su tamafio esta por en-
cima del umbral de filtracién glomerular y a
su capacidad para unirse al denominado FcR
neonatal (FcRn), que protege a la 1gG de su
degradacion en el endosoma. Por ello se han
generado diferentes tipos de fragmentos re-
combinantes derivados de Ac. Los fragmentos
Fv (25 kDa), formados por las regiones V, y V ,
son ideales para algunas aplicaciones diag-
nosticas y terapéuticas, pero la débil union
de las regiones V los hace inestables. Para
mejorar su estabilidad se han desarrollado
diferentes estrategias, entre las que destaca
la insercién de secuencias peptidicas flexibles
(linkers) entre las regiones V. El linker permi-
te el apareamiento intramolecular de ambos
dominios, para formar un sitio funcional de
union al Ag. Este formato, denominado scFv
(single chain Fragment variable) es uno de los
mas utilizados para generar nuevos formatos
y construir repertorios de Ac (Fig. 2).%° Sin
embargo, los fragmentos recombinantes con
un tamafo inferior a 60 kDa presentan limi-
taciones debido a su corta vida media, al ser
eliminados rapidamente por la orina.

Para aumentar la vida media se han pro-
puesto diferentes estrategias, cuyo objetivo es
la obtencién de Ac multivalentes, denomina-
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Figura 2. Clasificacion, segtn peso molecular (kDa) y valencia, de los principales fragmentos recombinantes
derivados de anticuerpos (Ac). Sélo aparecen aquellos Ac que se han utilizado en ensayos de imagen molecu-
lar o de los que se han descrito caracteristicas funcionales o estructurales que demuestran su multivalencia.

dos AcMo de tercera generacién, mediante la
asociacién de dos o mas fragmentos mediante
linkers de longitud variable, o con el uso de
proteinas de fusién que incorporan dominios
de oligomerizacién (Fig. 2).

Estrategias de multimerizacién basadas
en la modificacion de la longitud del linker

En la mayoria de los scFv, los dominios V,
y V, estan unidos por /inkers de 15 a 20
residuos, formados por una repeticion de
residuos glicina y serina (G,S), que propor-
cionan flexibilidad y solubilidad. Utilizando
linkers mas cortos se impide el apareamien-
to intramolecular entre los dos dominios de
la misma cadena, por lo que se produce un
apareamiento de los dominios V,y V, de dos
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cadenas distintas, creando dos sitios de unién
al Ag. Estos fragmentos bivalentes (Fig. 2),
denominados diabodies (30 kDa), presentan
una mayor afinidad funcional (avidez).!° Si el
linker es eliminado por completo, el resulta-
do es la formacion de trimeros de 80 kDa o
tetrdmeros de 110 kDa, denominados tria-
bodies o tetrabodies.''''? También es posible
combinar dos scFv introduciendo un /inker
adicional entre el extremo C-terminal de un
scFv y el extremo N-terminal de otro scFv, ob-
teniendo fragmentos (scFv), monoespecificos
o biespecificos'® (Fig. 2). Estos fragmentos
biespecificos (anti-CD19 x anti-CD3), deno-
minados BITE (Blspecific T-cell Engager), han
demostrado un enorme potencial terapéutico
e induccioén de regresion tumoral en pacientes
con linfomas no Hodgkin.1#15
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Estrategias de multimerizacion basadas
en dominios de oligomerizacion

Los dominios de dimerizacidn ricos en leucina
(zipper), presentes en las proteinas nucleares
JUN y FOS y en los reguladores de la trascrip-
ciéon GCN4 (en levaduras) y C/EBP (en células
de mamifero), presentaban excelentes propie-
dades para promover la formaciéon de com-
plejos oligoméricos.'®1” Estos conocimientos
fueron aprovechados para generar el minianti-
body (64 kDa), una proteina de fusién homo-
dimérica compuesta por el zipper de CGN4, la
region bisagra de la IgG, marida y un scFv.'s
La ventaja de este formato es su capacidad de
recuperar la bivalencia de las Ig, reduciendo
su peso molecular. Posteriormente se desa-
rrollaron otros disefios similares (bivalentes y
homodiméricos), como el minibody (80 kDa),
en el cual un scFv se une al dominio CH, de
una IgG mediante un /inker (Fig. 2). También
se han desarrollado otros formatos de Ac mul-
timéricos que intentan mantener la “fisono-

mia” del Ac nativo, por ejemplo mediante la
incorporacion de dominios de homodimeriza-
cion de origen procariético, como la fosfatasa
alcalina.!’® Cabe destacar la tecnologia deno-
minada “botén en ojal” (knob-into-hole), que
permite generar heterodimeros biespecificos
en formato de minibody.?° Otra estrategia de
multimerizacién consiste en la utilizacién del
complejo que forma la ribonucleasa bacteria-
na barnasa (12 kDa) con su inhibidor natural
barstar (10 kDa).?! Mediante esta estrategia
pueden obtenerse Ac diméricos y triméricos
de 85y 130 kDa, respectivamente.

La fusién de un scFv al factor de necro-
sis tumoral alfa (TNF-a) permitié generar
homotrimeros activos? con un peso molecu-
lar aproximado de 140 kDa (Fig. 2). Ambos
dominios de la proteina de fusion, el scFvy
el TNF-a, son funcionalmente activos y su
efecto terapéutico es superior al del TNF-a
aislado. Mediante la fusién de un scFv con
el complejo estreptavidina-biotina se ha obte-
nido un anticuerpo tetramérico de 170 kDa,
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Figura 3. A) La cadena alfa (o) del coldgeno presenta un dominio central de triple hélice discontinua, un largo
dominio de trombospondina N-terminal y un dominio no colagenoso (NC1) C-terminal. B) EI dominio NC1 se
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mo C-terminal. C) Diagrama esquematico de un dominio TRITE.
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denominado streptabody. Este formato es muy
estable y permite la incorporacién de scFv
con la misma o diferentes especificidades.?®
Un formato similar, tetramérico monoespeci-
fico,?* de aproximadamente 130 kDa, surge
mediante la fusién del dominio de tetrameri-
zacion de p53 con un scFv (Fig. 3).

Inconvenientes de las estrategias
de multimerizacion actuales

La mayoria de los Ac multivalentes genera-
dos mediante estrategias de multimerizacion
basadas en la modificaciéon de la longitud
del linker tienen importantes impedimentos
estructurales, asi como problemas de esta-
bilidad y de solubilidad. En general, los Ac
multivalentes generados con estrategias de
multimerizacion basadas en dominios de oli-
gomerizacion utilizan dominios de origen no
humano altamente inmunégenos, o bien do-
minios derivados de proteinas biolégicamente
activas, que afiaden funciones no requeridas
o indeseables, en muchos contextos.

Un nuevo concepto
de anticuerpo multivalente

El empleo de dominios de oligomerizacién de
origen humano es fundamental para generar
moléculas terapéuticas plenamente efectivas.
Una de las familias de proteinas con capaci-
dad de multimerizaciéon mejor estudiada es la
del colageno (Fig. 3). Datos previos indicaban
que una regién de 60 residuos, situada en el
dominio NC1, era la causante de la trimeri-
zacién no covalente de las cadenas alfa del
colageno.?® Nuestro grupo ha demostrado que
la fusion de esta region de trimerizacién (TR)
al extremo C-terminal de un scFv confiere un
estado trimérico al anticuerpo generado,?®
que ha sido denominado trimerbody. Los Ac
en formato frimerbody se aislan en forma
funcional a partir de medio condicionado de
las células transfectadas, y son facilmente
purificados mediante cromatografia;?” son tri-
méricos en solucién y poseen una excelente
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estabilidad y capacidad de unién al Ag. Los
estudios mediante resonancia del plasmén
superficial (Biacore) han demostrado que un
trimerbody tiene una afinidad funcional unas
100 veces mayor, en comparacién con un
scFv monovalente.?®

El efecto avidez hace del trimerbody un for-
mato muy competitivo respecto a los multiva-
lentes convencionales diméricos (por ejemplo,
minibody). El analisis del modelo tridimen-
sional del trimerbody sugiere una estructura
con forma de tripode con los dominios scFv
orientados hacia fuera. La flexibilidad entre
los dominios de unién al Ag, requeridos para
el entrecruzamiento (cross-linking), es otro
aspecto importante en el disefio de Ac mul-
tivalentes de receptores de superficie. Segln
nuestros calculos, en un trimerbody los scFv
tienen un &rea de influencia unas 11 veces
mayor que otros formatos bivalentes, como el
minibody, aumentando asi la probabilidad de
una segunda interaccion efectiva.?® La unién
multivalente reducira la constante de diso-
ciacion (off rates), y aumentara el tiempo de
retencion del Ac unido al Ag.

El potencial del formato trimerbody para la
localizaciéon de depésitos tumorales in vivo se
ha estudiado en varios modelos experimenta-
les de cancer humano en ratones desnudos.?
Un trimerbody que reconoce un antigeno aso-
ciado a un tumor localiza, de manera rapida y
especifica, tumores in vivo. La maxima sefial
se observ6 a las 5 horas de la inyeccion del
trimerbody marcado. Es importante destacar
que un trimerbody con especificidad frente a
un Ag irrelevante no localizé tumores in vivo.??

Ventajas del formato trimerbody

La simplicidad, la valencia, la estabilidad y la
enorme plasticidad del formato trimerbody le
confieren una gran ventaja frente a los AcMo
convencionales y frente a los formatos de Ac
multivalentes actualmente existentes (Fig. 2).
El formato trimerbody es la base ideal para
el desarrollo de la nueva generaciéon de molé-
culas terapéuticas, cuyas caracteristicas mas
representativas son (Fig. 4):
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¢ Hasta seis dominios de unién
¢ Mayor afinidad funcional (avidez)

Multivalencia
. e o e Capacidad de unir hasta seis
Multiespecificidad antri)genos distintos

e Configuracion trimérica: 60 kDa (nanobody)
Menor tamafio a 105 KDa (scFv)

LETIE LU ERCE LN o Configuracion hexamérica: 105 KDa (nanobody)
a 195 KDa (scFv)

Funciones ¢ Estructura extremadamente flexible, permite
efectoras la fusion de diferentes dominios efectores:
citocinas, toxinas, etc.
No inmunégeno ¢ Proteina muy abundante
en el cuerpo humano
Estabilid * Estable en suero y en ambientes
R ricos en proteasas
Ingen e La ingenieria es muy simple y permite
g
muy ple multiples configuraciones

Figura 4. Principales caracteristicas del formato trimerbody y ejemplos de configuraciones. Configuraciones
trivalentes monoespecificas (A y B): N-trimerbody basado en dominios de unién en formato scFv (A) y N-tri-
merbody basado en dominios de unién VHH (nanobody) (B). Configuraciones hexavalentes (C y D): single-chain
N-/C-trimerbody biespecifico basado en dominios de unién en formato scFv (C) y single-chain N-trimerbody

con dominio efector C-terminal (D).

e Multivalencia: hasta seis posibles valencias.

e Multiespecificidad: por su capacidad de
unir varias dianas diferentes.

e Tamafio y configuracién adaptables: su ta-
mafio esta por encima del limite de filtra-
cion renal, lo que aumenta su vida media,
y por debajo del tamafio de los AcMo con-
vencionales, lo que le permite aumentar la
penetracion tumoral.

¢ No inmunégeno: secuencia completamente
humana.

 Estabilidad: tanto en suero como en am-
bientes ricos en proteasas.

* Sencillez: ingenieria molecular sencilla.

¢ Adicién de funciones efectoras: citocinas,
toxinas, etc.

El efecto avidez, aportado por la adiciéon de
un tercer scFv asociado con la “geometria Uni-
ca”, derivada de la estrategia de trimerizacién
utilizada, y su tamafio ajustable, hacen que
el formato trimerbody sea superior al patrén
de referencia de los Ac multivalentes actua-

les (minibody) en determinadas aplicaciones
clinicas, como la localizacion tumoral (tumor
targeting), el trapping molecular y el entre-
cruzamiento de receptores de superficie como
agonista (cross-linking).
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DISCUSION

A. RiBas: La investigacion con ratones inmu-
nodeficientes con xenoinjertos que nos has
mostrado constituye el primer paso de los
estudios in vivo. ;Habéis probado un trimer-
body murido en un ratén inmunocompetente
0 un trimerbody humano en un primate para
ver su farmacocinética y comprobar su efi-
cacia?

L. Awarez-VaLLiNA: En la actualidad estamos
realizando estudios de biodistribucién y lo-
calizacion con trimerbodies N-terminal y
hexavalentes en modelos muridos inmunode-
ficientes, para tener una idea general de su
comportamiento. En relacion a tu pregunta,
si hemos hecho algln estudio con trimerbo-
dies completamente muridos, con la secuen-
cia del colageno 18 y un dominio de union
murido en ratones normales, para compro-
bar la posible inmunogenicidad de dichas
moléculas. Hemos observado que, tras una
administracion repetida y sistémica de es-
tos trimerbodies, no hay una respuesta in-
munitaria relevante, ni sérica ni celular. Por
otro lado, con nuestro control positivo, en el
cual forzamos la inmunizacién mediante el
uso de adyuvantes, si detectamos una res-
puesta inmunitaria tanto frente al dominio
de unién como al de trimerizacién. Aln no
tenemos datos concluyentes, pero creemos
que los trimerbodies no seran especialmente
inmunoégenos. Ademas, un trabajo publicado
por un grupo de Seattle demuestra que en
pacientes normales pueden detectarse trazas
de colageno 18 en suero, que indican que la
proteina es tolerable.

A. RiBas: ;Se dispone de datos farmacociné-
ticos de estos compuestos en ratén y sobre
si son similares a una inmunoglobulina de
ratén?

L. Awarez-VaLLiNA: Sélo tenemos datos muy
preliminares, pero un trimerbody N-terminal
sencillo, de la primera generacion, sin domi-
nios Fc, tiene una vida media de 3 a 4 ho-

ras, por lo que las propiedades de los trimer-
bodies son muy favorables para aplicaciones
diagnosticas, es decir, utilizar la molécula
como guia para llevar algo hasta el tumor. El
trimerbody circula por el torrente sanguineo
varias veces y se elimina rapidamente, con
lo cual su proporcién sangre/tumor es muy
favorable, mucho mas que la de una inmu-
noglobulina.

J. YacUEe: Desde el punto de vista terapéutico,
isabéis qué capacidad de difusion tienen
estas moléculas en las distintas cavidades
(articular, barrera hematoencefélica, etc.)?
;Es similar a la de una inmunoglobulina?

L. Awarez-VaLina: No tenemos datos tan ex-
haustivos porque se salen del ambito acadé-
mico y de un laboratorio normal. Para obte-
nerlos es necesario disponer de la colabora-
cion de empresas y de gente que nos pueda
ayudar. No disponemos de datos directos
sobre si pueden atravesar la barrera hema-
toencefélica o si llegan a las articulaciones
mejor o peor que las inmunoglobulinas. En
mi opinién, creo que su capacidad de difu-
sién sera mayor, tanto por su tamafio como
por su disefio, y probablemente alcanzaran
concentraciones més altas en las cavidades.

C. Muiioz: A partir de la charla ha quedado
muy clara la aplicaciéon diagnéstica de los
trimerbodies, ;pero habéis pensado en apli-
caciones terapéuticas? Es decir, ;qué modi-
ficaciones harias para que los trimerbodies
pudieran mediar mecanismos efectores?

L. Awvarez-VaLLina: Una de las aplicaciones te-
rapéuticas obvias es la generacién de bies-
pecificos, gracias a la polivalencia. Aunque
hay que tener cuidado con los anti-CD3,
ya que no podemos generar un trimerbody
biespecifico con tres anti-CD3, porque pro-
vocaria una activacién sistémica generali-
zada. Actualmente estamos trabajando en
un trimerbody que sélo tenga una copia de
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anti-CD3 y tres copias de antitumor, con lo
que se garantizaria la ausencia de entrecru-
zamiento (cross-linking) tumoral, no habria
una activacion sistémica de los linfocitos T
y probablemente podrian activarse los de-
positos tumorales de una forma mucho mas
eficiente que los anticuerpos tipo BITE, que
son los anticuerpos biespecificos que ahora
estan teniendo tanto éxito. En resumen, uno
de los principales focos en el tratamiento del
cancer es conseguir anticuerpos biespecifi-
cos que produzcan un entrecruzamiento de
CD3 y que nos permitan redirigir el sistema
inmunitario hacia el tumor.

M. peL VaL: ;jLos trimerbodies son capaces de
detectar las metastasis?

L. Awarez-VaLLina: Por ahora sélo hemos tra-
bajado con trimerbodies marcados con fluo-
rocromos que emiten en el infrarrojo cerca-
no, por lo que los datos son limitados, ya
que la tecnologia va por detras del disefio
molecular. Nosotros creemos que los tri-
merbodies con biomarcadores adecuados y
el uso de tecnologia de imagen por emision
de fotén Gnico (PET) més avanzada (o algo
equivalente) si permitiran localizar micro-
metéstasis.

C. Juirez: Volviendo a la relacién de los tri-
merbodies con el sistema inmunitario, creo
que estas moléculas presentan un potencial
inmenso, pero la desconexién con el sistema
inflamatorio es evidente por los sistemas de
activacion de complemento, por ejemplo.
;0s habéis planteado conectar estas molé-
culas con los sistemas clasicos de inflama-
cién, como ya hacen algunos anticuerpos
monoclonales en terapéutica?

L. Awvarez-VaLLina: Este tipo de moléculas per-
mite afiadir, en cualquiera de los extremos,
tanto dominios de anticuerpos como toxinas,
citocinas, inhibidores endégenos de la angio-
génesis, etc. Actualmente, en el laboratorio
tenemos datos preliminares de trimerbodies
con endostatina, un inhibidor endégeno, y
también con una citocina, y hemos observa-

18

do que se expresa muy bien. Como dices, es
una forma de poder afiadir dominios y fun-
ciones efectoras adicionales, y creo que es
una linea importante a desarrollar.

F. Ruiz-CaBeLLo: Enfocado al disefio de estruc-
turas biespecificas, jen qué medida el dise-
fio de oligomerizacién con el dominio de co-
lageno introduce més rigidez al trimerbody
en comparacion con la rigidez que tiene una
inmunoglobulina convencional?

L. Awarez-VaLuina: Estos trimerbodies tienen
mayor plasticidad que los anticuerpos nor-
males debido a que su dominio de oligomeri-
zacion esta compuesto por sélo 50 residuos,
y poseen conectores flexibles de longitudes
variables en los dos dominios terminales, el
amino y el carboxi-terminal. Nuestro domi-
nio de unién es muy pequefio, sobre todo en
comparacién con el de otras compafiias que
poseen centenares de residuos, por lo
que nuestros dominios de oligomerizacién
permiten mucha flexibilidad, ademas de ser
muy practicos y faciles de manipular.

N. Prats: jHabéis realizado estudios compara-
tivos de la regresién de los tumores frente a
otro anticuerpo?

L. Awarez-VaLLina:  Estamos  desarrollando
un modelo con el que podamos compa-
rar un anticuerpo BITE con un trimerbody
biespecifico que reconoce CD3 y antigeno
carcinoembrionario (CEA). La dificultad de
trabajar con este modelo es que usamos do-
minios que reconocen antigenos humanos,
por lo que en primer lugar debe inocularse
el tumor al modelo experimental y luego
realizar una inoculacién repetida de células
humanas (PBL). Con este modelo veremos
si nuestra hipdtesis inicial es cierta o no, es
decir, si conseguimos inducir la regresién
del tumor.

L. Graca: Si el funcionamiento de los trimer-
bodies depende de su proximidad a los lin-
focitos T, ;cémo funciona la penetracién en
las masas tumorales?
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L. Awvarez-VaLLINA: Las masas tumorales tienen
una vasculatura muy irregular, con zonas
que presentan una barrera endotelial irregu-
lar, por lo que las moléculas entran mejor.
Creemos que la mayor parte de trimerbodies
pueden entrar facilmente por esas zonas.
Pero, por otro lado, también cabe la posibi-
lidad de que los trimerbodies penetren en el
tumor mientras estan asociados a los linfo-
citos T que infiltran el tumor.

D. Jaraauemapa: ;Qué posibilidades hay de
que se genere una respuesta anticolageno?

L. Awarez-VaLuina: Es dificil que se produzca
dicha respuesta porque el colageno es una
molécula muy ubicua, es una de las protei-
nas mas importantes en el cuerpo humano.
Ademas, hay datos que sugieren que pueden
detectarse, en los pacientes, fragmentos cir-
culantes que contienen el dominio NCI.
Adicionalmente, también hemos hecho al-
gun experimento animal utilizando el domi-

nio del colageno murido en ratones inmuno-
competentes y no hemos detectado una res-
puesta inmunitaria apreciable, lo que indica
que la aplicacién de los trimerbodies por via
sistémica o intravenosa seria tolerable.

A. RiBas: jHabéis considerado marcar radiac-
tivamente los trimerbodies para poder hacer
un seguimiento durante su uso en pacien-
tes?

L. Awarez-VaLLina: Es uno de los proyectos
en los que actualmente estamos trabajan-
do en colaboracién con un centro en San
Sebastian (CIC bioMAGUNE) que tiene una
unidad de radiofarmacia importante, donde
ahora realizamos estudios de biodistribu-
cion y pretendemos conjugar los trimerbo-
dies con radiondclidos. Por otro lado, tam-
poco descartamos el uso de hexavalentes,
que tienen una vida media de 6 a 8 horas,
con los que podriamos obtener alguna apli-
cacion diagnostica.
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