Immunoterapia

 Tractaments encaminats a activar, potenciar o suprimir la
resposta immunologica d'un pacient per tal de fer front a
malalties infeccioses, tumorals, autoimmunitaries, al-lergies,
fenomens de rebuig en els trasplantaments...

* L'objectiu pot ser curatiu o preventiu.

* Alguns dels metodes utilitzats en immunoterapia son els
anticossos monoclonals, les vacunes, els serums, les
citocines, ...

Els resultats obtinguts en aquests primers anys del segle XXI situen la
Immunoterapia entre les arees medigues amb meés potencialitat de
tractament.



« El sistema immunitari d'un individu es pot avaluar mitjancant proves
diagnostiques que permeten la identificacio, la quantificacio i I'estudi
de la capacitat funcional dels seus components.

* A la practica, aquestes tecniques diagnostiques es realitzen quan hi
ha sospita d'alguna alteracido immunitaria.

« EXisteixen proves especifigues per a l'estudi de les malalties
autoimmunitaries, de les al-lergies, de les immunodeficiencies, del
rebuig en els trasplantaments, dels processos tumorals, etc.

* Moltes d'aquestes tecniques es basen en la gran especificitat de la
reaccio antigen-anticos, per aixo els anticossos s'han convertit en
una eina imprescindible en els laboratoris.

* Els immunoassaigs* a més, han trobat multiples aplicacions en arees
de laboratori com la bioguimica, la microbiologia i 'hematologia, fent
possible la deteccié i quantificacio d'hormones, patogens, grups
sanguinis, cel-lules tumorals, etc.

* Conjunt de tecniques analitiques de laboratori que es basen en la formaciéo de complexos antigen-anticos per
detectar i/o quantificar una determinada substancia.

Font. «lInmmunologia. Biologia y patologia del sistema inmmunitario». Regueiro y otros autores. Editorial Medica Panamericana



Immunoterapia: puntualitzacions

« La idea d’incrementar la resposta immunitaria és la base de les vacunacions classiques:
iIimmunopotenciacio

 L'aplicaci6 d'immunosupressors farmacologics ha estat I'element definitiu de [I'exit dels
transplantaments: immunosupressio. Els immunosupressors també han esdevingut una opcio
terapeutica eficient per al tractament de malalties autoimmunitaries. L'objectiu de les
immunoterapies és la toleritzacid, la induccié en el sistema immunitari d’una no-resposta
activa, una «reprogramacio» del sistema que aprén a no respondre malgrat reconéixer. En
aquest sentit han aparegut immunoterapies altament prometedores que busquen aquesta
toleritzacio.

« Immunomodulacié. Aquest és el concepte més habitual en la immunoterapia, ja que quan es
potencien o0 es suprimeixen respostes, en general no es fa de manera absoluta (ni es vol) i
molt sovint hi intervenen components d'una opcié en l'altra, la reduccio d'una resposta no
volguda, s'aconsegueix potenciant altres components del Sl. El que es preten obtenir
deliberadament és la modulacio de la resposta.

 Citocines (basicament interferons, interleucines i factors de creixement) i anticossos
(generalment monoclonals) formen part dels anomenats farmacs bioldgics. La introducci6
d'aquests farmacs ja s’esta produint sota el concepte d'immunomodulacio. L'administracio de
citocines o la infusio d'anticossos monoclonals el que preten es reequilibrar la complexa xarxa
d’interaccions moleculars i cel-lulars que componen la resposta immunitaria.

Font. Article «lmmunoterapia, un concepte classic amb novetats rellevants: els biologics i la immunoterapia antitumoral com a exemples concrets»



Immnunoterapia contra les anomalies d'autoimmunitat

Contra anomalies d autoimmunitat

« Drogues immunosupressores: com corticosteroides o ciclosporina A que redueixen
la proliferacio dels limfocits.

« Extirpacio de la glandula tiroides.

» Plasmaferesi (centrifugacio del plasma sanguini per tal d'eliminar els complexos
autoantigens-autoanticos).

« Substancies bloguejadores dels autoantigens o la induccio de la tolerancia a
aquests.

Problemes d'hipersensibilitat immediata:

» Antihistaminics que prevenen els efectes de la histamina.
* Injeccio periodica de dosis creixents d'al-lergens especifics.

Immunodeficiéncies:

« Mantenir un nivell adequat IgG mitjancant injeccions periodiques.

Rebuig a trasplantaments

« Administraciéo d'immunosupressors o irradiacié d’organs limfoides per reduir la
poblacié de limfocits.
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Funcionament d'una de les «vacunes» que s'estan assajant contra el virus de la sida. La injeccié d'un extracte purificat de
proteines del virus provoca que l'individu fabriqui anticossos contra aquestes, i que augmenti el nombre de molécules

d'anticossos que podran actuar contra virus sencers.

Font: Santillana Grup promotor



Immunoterapia del cancer

El tractament ideal dels tumors hauria de ser aquell que elimines selectivament les
cel-lules canceroses, la qual cosa no s'aconsegueix del tot amb els tractaments
convencionals, és per aixo que el sistema immnunitari pot ser utilitzat en terapia
tumoral com una eina altament selectiva.

La immunoterapia tumoral esta molt desenvolupada.

Hi ha diverses tecniques, la majoria tendeixen a augmentar els mecanismes de
defensa de I'organisme: tractaments d'immunoestimulacio:

- Algunes substancies s'injecten en el nucli del tumor per tal d'estimular
I'activitat dels macrofags (fagocitarien i presentarien millor els antigens
tumorals als limfocits T) i la produccié d'interleucina.

- Molecules com l'interferé també s'usen en la terapia del cancer per augmentar
els atacs contra els antigens tumorals de les cel-lules cancerigenes.

- Terapia géenica: s'esta investigant tecnigues com l'insercio en les cel-lules
canceroses de gens especifics que augmentin l'activitat del sistema
immunitari o bé inhibir I'activitat dels oncogens.



Actuacion del interferén y en la inmunoterapia del cancer

Macréfago

, Interferén
CélulaT Y

Molécula
de HLA

Antigeno
tumoral

CelulaT

Els antigens tumorals han de ser «presentats» als

limfocits T units a molécules MHC perqué es comenci a Incremento de células T
desenvolupar la resposta immunitaria. L'interferé y

augmenta aquest efecte de «presentacio», amb la qual

cosa s'aconsegueix activar més quantitat de cél-lules T. .
Font: Santillana Grup promotor
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Algunas estrategias para la inmunizacion tumoral. A. Identificacion y purificacion de antigenos tumorales para ser usados como vacunas. B. La
inmunogenicidad puede aumentarse activando in vitro células dendriticas expuestas a los antigenos tumorales o a extractos «crudos» del tumor.
Posteriormente, estas células son inyectadas para que activen in vivo a los linfocitos T antitumorales.
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COMO FUNCIONAN LAS NUEVAS VACUNAS CONTRA EL CANCER
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Els anticossos monoclonals

Un anticos monoclonal (AcMo) és aquell anticos que reconeix especificament una part
de l'antigen, és a dir un epitop concret, i que és produit per un unic clon de limfocits B.

Fins el desenvolupament dels anticossos monoclonals, I'any 1975, l'us d'anticossos
en diagnostic i/o en terapia, es centrava amb la utilitzacié dels sérums convencionals.
Aquests serums s'obtenen a partir de diferents especies animals i contenen una
barreja d'anticossos produits per diferents clons de limfocits B, son anticossos
policlonals. Aquests anticossos reconeixen amb més o menys mesura l'antigen pero
amb diferent especificitat i afinitat cadascun d'ells.

Els serums s6n medicaments molt utils per tractar malalties pero sén productes molt
heterogenis i dificil de reproduir a gran escala per comercialitzar-los.

Avui dia, per a gairebé tots els procediments diagnostics son preferibles els
anticossos monoclonals.
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Un sol antigen pot presentar diferents epitops, és a dir, pot estimular la produccio de diferents anticossos,
cadascun dels quals és especific per a un epitop concret. S6n anticossos policlonals.



Polyclonal antibody Monoclonal antibody

Antigen

Comparaci6 d'anticossos policlonals, que s'uneixen al mateix antigen pero a diferents
epitops, amb anticossos monoclonals, que s'uneixen tots al mateix epitop.
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Els anticossos policlonals s'obtenen de serums d'animals immunitzats per alguna substancia (immunogen).
Amb la immunitzacio, els limfocits B activats i diferenciats en ceél-lules plasmatiques produeixen una barreja
d'anticossos derivats de nombrosos clons de limfocits B. Aquest tipus de resposta s'anomena policlonal i el
sérum de I'animal que conte aquesta barreja d'anticossos seérum policlonal. S6n per tant anticossos heterogenis
que actuen tots contra el mateix antigen, éssent cadascun d'ells especific per a un epitop diferent.



Els anticossos monoclonals han revolucionat Ila
biomedicina, per la seva exquisita especificitat |
homogeneitat.

Son produits per una cel.lula hibrida resultant de la fusio
d'un limfocit B aillat d'un animal immunitzat (tipicament un
ratoli) i d'una cel.lula tumoral de ratoli que es incapac de
produir anticossos. La cel.lula resultant es una cel.lula
hibrida o hibridoma que produeix anticossos d'un sol
tipus | es reprodueix constantment.

Totes les cel-lules filles resultants tenen la mateixa
constitucio genetica, és a dir, son clons de la cel-lula mare,
| tots els anticossos produits son identics.



Procés d'obtencié d'anticossos monoclonals murins per la técnica de I'hibridoma

1. Immunitzacié d'un ratoli amb els antigens contra els que es vol obtenir els anticossos d'interes.
2. Extraccio de la melsa del ratoli els limfocits B activats contra aquest antigen *.

3. Fussio dels limfocits B amb cél-lules immortals de mieloma (cél-lules tumorals immortals de la
medul-la 0ssia). Le cél-lules hibrides resultants s'anomenen hibridomes.

4. Selecci6 i cultiu dels hibridomes productors de l'anticos especific que interessa. Els hibridomes
sintetitzen els anticossos.

5. Totes les cel-lules obtingudes de I'hibridoma seleccionat sén clons, amb la qual cosa els
anticossos ge s'obtinguin sén monoclonals.
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* aquests limfocits B cultivats invitro moririen al cap de pocs dies de cultiu de tal manera que per poder obtenir una font continua d'anticossos es
fussionen amb cel-lules de mieloma
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Fig. 19.12. Proceso de obtencion de anticuerpos policlonales
y monoclonales (Acmos) a partir de ratones inmunizados

con un antigeno que contiene varios epitopos. Para obtener
anticuerpos policlonales, el ratén se inmuniza con pequenias
cantidades del antigeno en varias dosis hasta que se detectan
en el suero del animal anticuerpos. Para obtener Acmos se
extirpa el bazo (donde residen gran nimero de linfocitos B
especificos de antigeno) de un animal inmunizado con el
antigeno, v se aislan los linfocitos esplénicos. Estos linfocitos
se fusionan con células cancerigenas de mieloma, obteniéndose
una célula hibrida denominada hibridoma, que es inmortal

y produce Acmos. A continuacion, este hibridoma se aisla y
se coloca en condiciones iddneas para la produccion de
anticuerpos que pueden purificarse de forma similar a otras
proteinas. Mientras que los linfocitos B aislados pueden
crecer aislados del animal de origen tan solo unos dias, los
hibridomas producidos a partir de ellos crecen durante anos.

Mc GrawHill



- » . ) de hibridomas
Etapa 5: Purificacion Células de bazo Celulas de mieloma

de anticuerpos

% % \ . . Etapa 1: Generacion

@% Hibridomas .

Etapa 4: Clonacion T Etapa 2: Seleccion

de hibridomas de los hibridomas
en medio de cultivo

) '
-
Anticuerpo Etapa 3: Seleccion
deseado de los hibridomas productores

del anticuerpo deseado
Anticuerpos Monoclonales Terapéuticos. GENOMA ESPANA/FUAM.




Produccion de anticuerpos. La inmunizacidn de un raton con un antigeno provoca la activacion de un conjunto de clones de linfocitos B capaces de
reconocer diversos epitopos del antigeno. El suero del ratén contiene una mezcla de anticuerpos especificos del mismo, y a este reactivo especifico (pero
policlonal) se le denomina antisuero. Si se quiere obtener un tnico anticuerpo, procedente de un tnico clon B hay que seguir con la técnica (ideada por
Kéhler y Milstein) fusionando los linfocitos B con una linea inmortal B (mieloma) y posteriormente seleccionando los hibridos (hibridomas) por su
supervivencia en HPRT (hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa). Este procedimiento se ve en detalle en la animacién web. Los anticuerpos
policlonales tienen un bajo coste relativo de produccion, pero su especificidad y afinidad es variable entre sangrias. Los anticuerpos monoclonales, por el
contrario, son mucho mds especificos, reaccionan frente a un tnico epitopo y su rendimiento en cultivo es bajo (mucho mayor en fluido ascitico del animal).

Fusion con Seleccion de un Hibridoma Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo
células de mieloma clon especifico Seleccionado monoclonal policlonal (suero) monoclonal

‘

Epitopos e f

Célula
de mieloma

AN

o

LS

Hibridoma

Linfocitos B Antisuero Reconocimiento Reconocimiento
activados policlonal de varios epitopos de un tnico epitopo
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Anticossos monoclonals i enginyeria geneética

 Malauradament, els anticossos monoclonals, son proteines
d'altres especies i, per tant, capaces d'induir rebuig en els
pacients als quals els son administrats. Aixo fa que perdin
efectivitat.

* Per evitar-ho, s'ha recorregut a l'enginyeria genetica, que
consisteix a modificar els gens que codifiguen per als
anticossos per tal d'evitar el rebuig substituint part de
I'anticos del ratoli per sequencies humanes: es produeixen
aixi els anticossos hibrids i els anticossos humanitzats.

« Una nova estrategia d'enginyeria genetica consisteix en
crear ratolins transgenics, els gens dels quals per als
anticossos s'han substituit pels humans.



Humanitzacio progressiva dels anticossos monoclonals.
Representacio esquematica del pas d'anticossos completament de ratoli, representat per dominis
vermells, a anticossos completament humans, representat per dominis blaus.

Mouse Chimeric Humanised Human
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Els anticossos quimerics tenen la part variable originaria del ratoli (30%) i la part constant d'origen huma
(70%). Els anticossos humanitzats tenen insertades en la part variable humana les CDR (sequéncies
determinants de la complementarietat amb I'antigen) de ratoli. D'aguesta manera més del 90% de la seqlencia
és d'origen huma. Els anticossos humans s'obtenen de ratolins transgenics amb els gens de les Ig (en fase
d'investigacio).
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Ingenieria de anticuerpos. Para utilizar anticuerpos monoclonales en terapia no es suficiente con su produccion

en ratones. Hay que sintetizarlos mediante técnicas de ADN recombinante. Se denominan anticuerpos quiméricos los que

contienen los dominios VH y VL del anticuerpo monoclonal del ratén y todos los dominios constantes CL y CH de un anticuerpo
monoclonal humano. Hablamos de anticuerpos humanizados cuando el anticuerpo contiene sélo las CDR (determinantes de la
complementariedad con el antigeno) de un anticuerpo monoclonal de ratdén injertadas dentro de una secuencia de anticuerpo humano.

Inmunologia - Biologia y patologia del sistema inmunitario - J R Regueiro y col. 42 edicion (® Editorial Médica Panamericana 2011)



Actualment es fan servir anticossos monoclonals
en el tractament de diverses patologies de tipus
autoimmune, al-lergies, alguns tipus de cancer,
malalties cardiovasculars, pulmonars, infeccioses

| per evitar el rebuig en els trasplantaments
d'organs.
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