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El Premio Nobel 2018 en Fisiologia 0 Medicina

Juan-Ramon Lacadena Calero

Un afio més, la Real Academia Nacional de Farmacia
celebra la sesion cientifica dedicada a los premios Nobel
otorgados en Quimica y en Fisiologia o Medicina y, otra
vez més, han sido galardonadas investigaciones
relacionadas con algunos campos de la Genética. En lo que
va de siglo XXI —es decir, en dieciocho afios— la ciencia
genética ha sido premiada en diecinueve ocasiones.

La Asamblea Nobel del Instituto Karolinska otorgé el
Premio Nobel en Fisiologia o Medicina 2018
conjuntamente a James P. Allison y Tasuku Honjo por “su
descubrimiento de la terapia del c&ncer mediante la
inhibicidn de la regulacidn inmune negativa”. Hasta ahora,
habia varias formas de combatir el céncer: la cirugia, la
radioterapia, la quimioterapia, entre otras. Algunas de ellas
fueron ocasion de premios Nobel, como el tratamiento del
cancer de prostata mediante hormonas (Charles Brenton
Huggins, 1966) y la quimioterapia (Gertrude Eliot y
George Hitchings, 1988) y el trasplante de médula para la
leucemia (Donnalld Thomas, 1990).

Con las investigaciones de los galardonados, se
dispone hoy de una nueva forma esperanzadora de luchar
contra el cancer: la inmunoterapia. Todo parti6 del
conocimiento de cdmo actdan dos proteinas: la CTLA-4 'y
la  PD-1, investigadas por Allison y Honjo,
respectivamente, que actlan como frenos del sistema
inmune.

En la década de los noventa el Dr. James P. Allison y
colaboradores demostraron que la proteina CTLA-4 de los
linfocitos T actla como freno de su actividad inmune v,
ademaés, habian obtenido un anticuerpo capaz de unirse a
CTLA-4, blogueando su funcion. De esta manera, a finales
de 1974 y principios de 1975 hicieron un primer
experimento crucial en el que ratones con cancer fueron
curados al inhibir el freno CTLA-4 y desbloquear la
actividad antitumoral de las células T (1). Posteriormente,
Allison y colaboradores iniciaron sus estudios en diversos
tipos de céncer humanos (2), siendo especialmente
sorprendentes los resultados obtenidos en 2010 en
pacientes con melanomas en estado avanzado en los que
desapareci6 cualquier vestigio del cancer.

Por su parte, el Dr. Tasuku Honjo y sus colaboradores,
que habian descubierto en 1992 la proteina PD-1 (3),
demostraraon que actuaba también como un freno a la
actividad inmune de los linfocitos T aunque con un
mecanismo diferente al de la proteina CTLA-4 de Allison.
En experimentos con animales demostraron que el bloqueo
de la proteina PD-1 resulta efectivo en la lucha contra el
cancer. Mas tarde, en 2012, realizaron un ensayo clinico
con resultados positivos, incluso lograron la remision del
cancer metastasico en varios pacientes.

En tratamientos de cancer de pulmon, rifion, linfoma y
melanoma, la denominada “terapia de punto de control
inmune” de PD-1 ha resultado mas eficaz que la de CTLA-
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4. Se ha comprobado también que la terapia conjunta,
inhibiendo simultaneamente la actividad de CTLA-4 y PD-
1, ha resultado eficaz en pacientes con melanoma.

En definitiva, como sefiala la nota de prensa del
Instituto Karolinska, “este afio el premio constituye un hito
en la lucha contra el cancer. El descubrimiento realizado
por los dos premiados aprovecha la capacidad del sistema
inmune de atacar las células cancerosas”.
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De todo ello nos hablara el Profesor Lisardo Bosca,
Académico Correspondiente de esta Real Academia
Nacional de Farmacia.
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Premio Nobel de Fisiologia y Medicina 2018: interfiriendo la respuesta
inmune para favorecer la inmunovigilancia frente a tumores
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Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols, Centro Mixto CSIC-UAM. Académico Correspondiente de la

Real Academia Nacional de Farmacia.

ABSTRACT: Neutralizing monoclonal antibody-based
Immunotherapy has been a breakthrough in the
treatment of various types of cancer. Their targets are
molecules that effectively repress activity of information
against tumors of lymphocytes T. The Nobel Prize in
Physiology or medicine 2018 recognizes activity
pioneer of two research groups that developed the
concept of immunotherapy against two co-receptors in
T-lymphocytes that prevent its function: CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-4) and PD-1
(programmed death-1). These antibodies have proved
very effective in advanced tumors using both
individually or combined. At the same time, open a new
field in Oncology through the regulation of the activity
of the immune system, with a great projection in the
development of new therapeutic strategies based on
these initial reagents.

Corresponding Author: Ibosca@iib.uam.es

RESUMEN: La inmunoterapia basada en anticuerpos
monoclonales neutralizantes ha supuesto un gran avance
en el tratamiento de diversos tipos de cancer. Sus dianas
son moléculas que reprimen eficazmente la actividad de
inmunovigilancia frente a tumores de los linfocitos T. El
Premio Nobel de Fisiologia y Medicina 2018 reconoce
la actividad pionera de dos grupos de investigacion que
desarrollaron el concepto de la inmunoterapia frente a
dos co-receptores de los linfocitos T que impiden su
funcion: CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein-4) y PD-1 (programmed death-1). Estos
anticuerpos han demostrado una gran eficacia en
tumores avanzados utilizindose tanto de forma
individual o combinados. A su vez, abren un campo
nuevo en la oncologia a través de la regulacion de la
actividad del sistema inmune, con una gran proyeccion
en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
basadas en estos reactivos iniciales.
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EL PREMIO NOBEL DE FISIOLOGIA Y

MEDICINA 2018

La Fundacion Nobel y la Academia Sueca han
concedido ex aequo el Premio Nobel de esta 4rea a James
P. Allison y Tasuku Honjo por sus descubrimientos sobre
la terapia frente al céncer basada en el uso de la
inmunoterapia para bloguear la regulacién negativa de la
funcion efectora de los linfocitos T. Las estrategias de
ambos investigadores son diferentes, pero
conceptualmente convergen en el uso de anticuerpos
neutralizantes de dos vias que reprimen la funcion de
inmunovigilancia frente a tumores de los linfocitos T. Si
bien la estrategia pionera desarrollada por Allison se centra
en el bloqueo de un receptor implicado en la supresion de
la funcidén efectora de los linfocitos T, la presentada por
Honjo un lustro més tarde, hace uso del bloqueo de un
receptor cuya activacion suprime induce la muerte
programada de los linfocitos T. Como ya se puede
anticipar, estas sefiales desempefian un papel fisioldgico en
la regulacion de la respuesta inmune, este contexto es
aprovechado por la célula tumoral para evitar su
reconocimiento y eliminacién por parte de los linfocitos T
citotoxicos o CD8". Ambas dianas pertenecen a una amplia
familia de receptores del sistema inmune que se
denominan colectivamente co-receptores. Aquellos co-
receptores cuya funcion es especialmente relevante en la
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actividad o viabilidad de la célula T son los que
constituirdn dianas importantes para el control de la
funcion del sistema inmune. La Figura 1 resume estos
mecanismos de accién. Por otro lado, y como era
presumible, la actuacidn sobre estas vias represoras puede
acarrear efectos indeseables en los pacientes tratados con
los anticuerpos blogueantes, incluyendo una exacerbacion
de la respuesta inmune y de las patologias asociadas al
mismo (1-3). Estas dos vias, al igual que otras que se han
caracterizado en los ultimos afios, se denominan ‘puntos
de control’ o check points, y han planteado la posibilidad
de modular su funcién, afiadiendo nuevas herramientas
terapéuticas —mas alla del cancer-, que seguro veremos
trasladadas a la clinica en los prdximos afios.

BREVE TRAYECTORIA BIOGRAFICA DE LOS
GALARDONADOS

En la nota de prensa correspondiente a la concesion de
este Premio Nobel, la academia sueca ha presentado un
esquema (Figura 1) que describe visualmente el bloqueo
ejercido por los dos frenos identificados por los
galardonados: CT por parte del Allison y su grupo y PD-1
en el caso de Honjo. El progreso en la caracterizacion de
ambas vias ha seguido caminos paralelos separados, casi
de forma especular, por un quinquenio, desde la
identificacion de las dianas en 1980 y 1985 hasta la
aprobacién por parte de la FDA de su uso clinico (Figura
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2).

Figura 1. Anuncio de la comunicacion del Premio Nobel y descripcion grafica de los mecanismos implicados en la inmunoterpia
basada en la inhibicién de los puntos de control. Los anticuerpos neutralizantes frente a CTLA-4 y PD-1 bloquean la regulacion
negativa que ejercen estos co-receptores de los linfocitos T sobre la activacion dependiente del TCR.

James P. Allison naci6 en 1948 en Alice, Texas (USA),
doctordndose en 1973 en la Universidad de Texas en
Austin. Desde 1974 a 1977 realizd6 su formacion
postdoctoral en la Fundacién Scripps de La Jolla,
California, pasando a continuacion a trabajar en el Centro
del Céncer en Smithville, perteneciente a la Universidad
de Texas. Posteriormente, desde 1985 a 2004, trabajo en la
Universidad de California, Berkeley y desde 2004 a 2012
en el Memorial Sloan-Kettering Cancer Center de Nueva
York, en calidad de investigador Howard Hughes. A partir
de 2012 regreso a la Universidad de Texas, trabajando en
el MD Anderson Cancer Center de Houston, afiliado al
Instituto Parker para el estudio de la inmunoterapia frente
al cancer. James P. Allison estudi6 el co-receptor CTLA-4
que funciona como un freno para el sistema inmunoldgico.
Su punto de partida fue el disefio de reactivos capaces de
bloquear este freno y, por lo tanto, permitir al sistema
inmune profesional, el ‘adquirido’, atacar tumores. Su
éxito se debe al desarrollo de esta idea para el tratamiento
de pacientes mediante anticuerpos neutralizantes de
CTLA-4.
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Tasuku Honjo naci6 en 1942 en Kyoto, Jap6n. En 1966
obtuvo su graduacion en medicina, y desde 1971 a 1974
fue investigador en Estados Unidos en la institucién
Carnegie de Washington, Baltimore, asi como en los
Institutos Nacionales de Salud (NIH), Bethesda, Maryland.
Recibié su grado de doctor en 1975, en la Universidad de
Kyoto. Desde 1974 a 1979 fue miembro de la Universidad
de Tokio y de 1979 a 1984 de Universidad de Osaka.
Desde 1984 ha sido profesor en la Universidad de Kyoto,
siendo decano de la facultad de medicina en los periodos
1996-2000 y de 2002 a 2004. Tasuku Honjo descubri6 otro
co-receptor en las células inmunes, PD-1, que también
funciona como un freno, pero con un mecanismo de accion
muy distinto a CTLA-4. Lo maés destacado de estas
estrategias terapéuticas fue comprobar que eran muy
efectivas en la lucha contra diversos tipos de tumores
experimentales y trasladables a la inmunoterapia frente a
tumores en humanos. Los descubrimientos originales de
los dos laureados constituyen un hito en la terapia contra el
cancer.
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Lisardo Bosca Gomar

Figura 2. Progreso temporal en la identificacion y caracterizacion funcional de CTLA-4 y PD-1 en el campo de la inmunoterapia. El
desarrollo de las distintas fases de estudio, incluidos los ensayos clinicos, sobre la inmunoterapia frente a CTLA-4 y PD-1 tienen un perfil

equivalente, pero separado por cinco afios de diferencia entre ambos.

EL PROGRESO HACIA LA INMUNOTERAPIA
FRENTE AL CANCER

Como es bien conocido, el cancer comprende muchas
enfermedades diferentes, todas caracterizadas por una
proliferacion descontrolada de células con diversas
anomalias y con capacidad de diseminarse y metastatizar
en érganos Yy tejidos sanos. Por ello, resulta 16gico pensar
en el desarrollo de una amplia bateria de estrategias
terapéuticas. Estas incluyen métodos basados en el
tratamiento hormonal para el céncer de prdstata (4),
quimioterapia mé&s o menos especifica basada en la
identificacion de dianas moleculares alteradas (5), vy
trasplante de médula Gsea para la leucemia (6). Sin
embargo, en estadios avanzados, el céncer sigue siendo
bastante dificil de tratar, quedando clara la necesidad de
nuevas aproximaciones terapéuticas en el campo de la
oncologia. Ya a finales del siglo XIX y principios del XX
surgié la idea de que la activacion del sistema inmune
podria ser una buena estrategia para atacar a la célula
tumoral. Se hicieron intentos de infectar pacientes con
bacterias para activar los mecanismos de defensa, tanto
innatos como adquiridos. Estos esfuerzos solo tuvieron
efectos modestos; sin embargo, una variante de esta
estrategia se sigue utilizando en la actualidad con
excelentes resultados en el tratamiento del céncer de
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vejiga. Muchos cientificos dedicados a la investigacion
bésica han identificado los mecanismos fundamentales que
regulan la inmunidad y también como el sistema inmune
puede reconocer las células cancerosas. A pesar del
notable progreso cientifico alcanzado en este campo, los
intentos de desarrollar nuevas estrategias generalizables
contra el céncer habian resultado poco exitosos hasta
comienzos de la década de los 80.

La propiedad fundamental de nuestro sistema
inmunoldgico es la capacidad de discriminar entre "lo
propio™ y "lo no-propio”, para que bacterias, virus y otros
agentes patogénicos puedan ser atacados y/o eliminados.
Los linfocitos T, un tipo de glébulo blanco, son los actores
clave en esta defensa. Se demostrd que las células T
expresan receptores que se unen a estructuras reconocidas
como no-propias, a través de la presentacion antigénica
llevada a cabo por las denominadas células presentadoras,
y tales interacciones activan al sistema inmunoldgico
como un mecanismo basico de defensa. A diferencia de lo
que sucede en el reconocimiento clasico entre un ligando y
su receptor, por ejemplo, en la regulacion hormonal, en el
sistema inmune existe un reconocimiento adicional
mediante sistemas ligando-receptor, denominados co-
receptores, que actlian como aceleradores o como frenos
de la respuesta mediada por los linfocitos T, lo que permite
una regulacién muy precisa de ésta y el mantenimiento de
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una correcta homeostasis inmune. Este complejo equilibrio
entre aceleradores y frenos a través del sistema de co-
receptores es esencial para un estricto control de la
respuesta y la prevencion de manifestaciones adversas
como son las reacciones autoinmunes, evitdndose el
deterioro o destruccion de células y tejidos sanos. La
Figura 3 presenta de forma esquemética algunos de estos
co-receptores. Durante la década de 1990, J.P. Allison
estudio el co-receptor de células T CTLA-4, contribuyendo
a su caracterizacion como un atenuador de los linfocitos T,
que veian comprometida su capacidad de respuesta frente a
la estimulacion antigénica. De hecho, otros grupos de
investigacion explotaron el uso de este mecanismo como
diana en el tratamiento de enfermedades autoinmunes. La
idea de J.P. Allison fue completamente diferente, al
sospechar que su activacion formaba parte de los
mecanismos por los que algunos tumores progresaban.
Para demostrar esta idea, partié del uso de un anticuerpo
que podia unirse a CTLA-4 bloqueando su funcion
(anticuerpo neutralizante). Mediante esta herramienta,
investigd si el bloqueo CTLA-4 podria liberar su accion
represora sobre los linfocitos T permitiendo al sistema

inmune atacar eficazmente las células cancerosas. Los
primeros experimentos se realizaron a finales de 1994,
obteniéndose unos resultados espectaculares. Ratones a los
que se les habia administrado lineas tumorales de rapido
crecimiento, presentaron una excelente curacion cuando se
les trataba con anticuerpos que inhiben la accién de
CTLA-4. Estos resultados no despertaron un claro interés
por parte de la industria farmacéutica, més enfocada hacia
la busqueda de moléculas que bloqueasen las vias alteradas
en la célula tumoral, conduciendo a la muerte celular. Pese
a ello, el grupo de J.P. Allison continu6 su esfuerzo para
trasladar esta estrategia a una terapia valida para humanos.
Pronto se obtuvieron resultados prometedores por parte de
varios grupos trabajando en el campo de la inmunoterapia
frente a CTLA-4, y en 2010 un importante estudio clinico
mostr6 efectos sorprendentes de estos anticuerpos
neutralizantes en pacientes con melanoma avanzado, un
tipo de céncer de dificil tratamiento. En varios de estos
pacientes las células de melanoma desaparecieron por
completo, observandose una remision de este cancer con
una efectividad que nunca antes se habia alcanzado.

Figura 3. Co-receptores en los linfocitos T. Los linfocitos T expresan una amplia variedad de receptores en la superficie celular,
denominados genéricamente co-receptores, que amplifican o reprimen la respuesta primaria mediada a través del TCR. De esta forma se
consigue una regulacion precisa de la funcidn efectora de las células linfoides, evitando fenémenos adversos como los relacionados con la

autoinmunidad.

Aunque resulte paradéjico en su desarrollo, en 1992,
unos afios antes del descubrimiento de J.P. Allison, el
grupo de T. Honjo descubrié PD-1, otro co-receptor
expresado en la superficie de los linfocitos T. Estos
investigadores realizaron una serie de elegantes
experimentos demostrando que PD-1, similar al CTLA-4,
blogquea la accién de los linfocitos T, pero a través de un
mecanismo diferente, ya que induce la muerte de las estas
células, tras el reconocimiento de sus ligandos PD-L1 y
PD-L2, que se expresan en diversas células, incluidos
algunos tumores. En experimentos con animales que
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recibian células tumorales, el bloqueo de PD-1 permiti6 la
accion del sistema inmune frente al tumor. Esto ayudd al
desarrollo de anticuerpos neutralizantes frente a PD-1 para
el tratamiento de algunos pacientes oncolégicos. Los
ensayos clinicos se produjeron en 2012, y un estudio clave
demostr6 una clara eficacia en el tratamiento de pacientes
con diferentes tipos de céncer, consiguiéndose a largo
plazo la remisién y curacion en varios pacientes con
cancer metastdsico, una de las condiciones que
previamente habia sido considerada esencialmente
intratable. Después de los estudios iniciales que muestran
los efectos beneficiosos del bloqueo de CTLA-4y PD-1, el
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desarrollo clinico de la estrategia inmunoterapéutica ha
sido espectacular. Ahora sabemos que la inmunoterapia
basada en la interaccién sobre los puntos de control ha
cambiado de forma radical las expectativas en diversos
grupos de pacientes con céncer avanzado. No obstante, y
al igual que en otras terapias contra el cancer, se observan
efectos secundarios adversos que pueden ser serios e
incluso mortales (1,3,7-9). Estos efectos adversos son
causados por una respuesta inmune hiperactiva que
conduce a reacciones autoinmunes, pero que hoy en dia
hemos aprendido a manejar clinicamente, atenuando sus
acciones indeseables. Por ello, la investigacion en
inmunoterapia continla progresando y estd centrada en
dilucidar los mecanismos de accién, con el objetivo de
mejorar las terapias y reducir los efectos secundarios. De
las dos estrategias de tratamiento, la terapia de puntos de
control frente a PD-1 ha demostrado ser més efectiva y
estd ofreciendo resultados positivos en varios tipos de
cancer, incluyendo céncer de pulmén, céncer renal,
linfoma y melanoma avanzado, entre otros (2,10,11). Es

Lisardo Bosca Gomar

mas, los estudios clinicos en curso sugieren que la terapia
combinada de CTLA-4 y PD-1, junto con criterios de
inclusion de pacientes basados en la presencia de
determinados marcadores moleculares puede ser incluso
mas efectiva, como se ha demostrado en pacientes con
melanoma. Por todos ello, los trabajos de estos dos
investigadores han inspirado nuevas ideas para combinar
diferentes estrategias destinadas a regular la funcién de
inmunovigilancia frente a tumores por parte del sistema
inmunitario, con el objetivo de eliminar de forma eficiente
las células tumorales. Un gran nimero de ensayos basados
en la terapia de punto de control estan actualmente en
curso contra la mayoria de tipos de tumores, a la vez que
nuevas estrategias basadas en la regulacion de la funcién
de los co-receptores de las células T estan en el portafolio
de las empresas farmacéuticas. La Figura 4 da una idea de
esta magnitud, al representar los ensayos clinicos
representados en la plataforma ClinicalTrials.gov, donde
los ensayos basados en puntos de control representan
aproximadamente un 10% del total de ensayos registrados.

Figura 4. Ensayos clinicos sobre inmunoterapia de los puntos de control. Los datos corresponden a los ensayos en curso en la
plataforma ClinicalTrials.gov en el mes de noviembre de 2018. De un total de unos 10.000 ensayos registrados, los relativos a la
inmunoterapia basados CTLA-4, PD-1 y PD-L1 representan cerca de un 10%. La introduccién de inmunoterapia combinada esta
ofreciendo mejoras significativas en la terapia de algunos tipos de cancer. Los nimeros corresponden a los ensayos en curso con cada uno

de los co-receptores o ligandos.

LOS CO-RECEPTORES EN EL SISTEMA INMUNE

A diferencia de los mecanismos de regulacion
hormonal, donde la unién de la hormona a su receptor
inicia todos los eventos de sefializacién, incluida la propia
regulacion de la respuesta, en el sistema inmune, la
respuesta primaria de la célula T a través del TCR, viene
regulada por otras interacciones en las que participan un
conjunto de moléculas presentes en la célula T y que
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denominamos globalmente co-receptores (Fig. 3). Estos
co-receptores pueden intensificar o atenuar la respuesta a
través del TCR, por ejemplo, mediante la interaccién con
una célula presentadora de antigeno (APC). Entre estos
conjuntos de co-receptores CTLA-4 y PD-1 fueron
identificados como moléculas importantes en la funcion
del sistema inmune. La activacion de CTLA-4 a través de
su ligando B7.1 0 B7.2 conduce a la anergia de la célula T,
impidiendo su funcién. Es por tanto importante para
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prevenir patologias relacionadas con la exacerbacion de la
autoinmunidad. Curiosamente, paralelo a CTLA-4 existe
un co-receptor, CD28 que, reconociendo los mismos
ligandos conduce al efecto contrario, promoviendo una
sobreactuacion a través del TCR. Sin embargo, la afinidad
de CD28 por estos ligandos es mucho menor que la que
presenta CTLA-4. Por tanto, el uso de anticuerpos
neutralizantes frente a CTLA-4, no solo va a impedir su
accion negativa sobre la respuesta dependiente del TCR,
sino que va a facilitar que ésta aumente si los ligandos de
la familia de B7 son capaces de activar a CD28. Con
respecto a los ligandos de la familia de B7, estos se
expresan de forma prominente en células presentadoras y
en diversos linajes del sistema inmune. Esta es la base de
la inmunoterapia frente a CTLA-4.

Como ya se ha mencionado, otro de los co-receptores
importantes en la funcién de la célula T es PD-1 y su
ligando puede ser PD-L1 o PD-L2 (12). El resultado de la
interaccion de PD-1 con su receptor es la induccion de una
parada en la respuesta de la célula T y el inicio de la
sefializacion que conduce a la muerte celular, privando por
tanto al paciente de la capacidad de inmunovigilancia
frente a tumores que ejercen los linfocitos T. A diferencia
de lo que sucede con CTLA-4 y sus ligandos, los de PD-1,
ademé&s de estar muy expresados en células del linaje
linfoide y mieloide pueden estar presentes en otros tipos
celulares, incluyendo algunos tumores. Por tanto, el
blogueo de PD-1 elimina la funcién inmunosupresora de
sus ligandos y permite desarrollar una respuesta
importante frente al tumor (10,11). Mencién especial
merecen las células del entorno tumoral, como son los
macrofagos y los fibroblastos asociados al tumor (los
tumor associated macrophages y tumor associated
fibroblasts, TAMs y TAFs). Estas células son ‘educadas’
por la célula tumoral para expresar un alto contenido de
PD-L1 y PD-L2, sobre todo los TAMs. Este es un
mecanismo muy eficiente de escape tumoral pues, ademas
de proporcionarle un ambiente que favorece
metabdlicamente la proliferacion del tumor, a través de la
expresion de los ligandos de PD-1 se consigue suprimir la
funcién de los linfocitos T, entre otros la actividad de los
linfocitos CD8" (13,14). Nuevamente, éste es un
mecanismo de regulacion de la funcién de la célula T que
es importante en la prevencion de diversas patologias
relacionadas con su sobre-activacién (1,15). De hecho,
patologias autoinmunes semejantes al lupus se han
relacionado con la represién de respuestas dependientes de
PD-L1/PD-L2 (16,17). De igual manera a lo descrito para
CTLA-4, la inmunoterapia basada en el uso de anticuerpos
neutralizantes frente a PD-1 previene la pérdida de las
células T implicadas en la respuesta frente a antigenos
tumorales. Una de las alternativas que se han explorado en
el sistema PD-1/PD-L1 es la actuacion sobre el ligando, en
vez de hacerlo sobre el receptor expresado en linfocitos T.
Esta estrategia mantiene la capacidad de activacion de la
célula T, pero impide la sefializacion negativa que ejercen
las células que presentan estos ligandos en su superficie, al
menos en el caso de PD-L1. Esta pauta terapéutica esta en
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pleno desarrollo y permite combinaciones de anticuerpos
que regulan puntos de control de forma muy amplia. Otro
aspecto importante es el mecanismo por el que la célula
tumoral promueve la sobreexpresion de PD-L1y PD-L2 en
las células de su entorno. Se sabe que uno de los factores
implicados en la expresidn de estos ligados es el factor de
transcripcion inducible por hipoxia HIF-la. De esta
manera, el desarrollo de mecanismos pro-angiogénicos
asociados a la proliferacion tumoral modula la expresion
del ligando y por tanto previene que las células T efectoras
actlen sobre el tumor. Ademés de HIF-1q, la regulacion de
la expresion de PD-L1 y PD-L2 est4d mediada por otros
factores de transcripcion. De hecho, es muy posible que
algunos farmacos con eficacia terapéutica actlen sobre la
expresién de estos ligandos, blogueando su expresion y
por tanto favoreciendo la accién de las células T. Como ya
se ha mencionado anteriormente, algunos tumores
expresan PD-L1 y/o PD-L2, por lo que,
independientemente de su accion sobre las células de
apoyo, estos son capaces de ejercer una accion
inmunosupresora directa sobre el sistema inmune.

¢COMO VEMOS EN LA ACTUALIDAD LA
PATOLOGIA ONCOLOGICA?

Para poner en valor lo que supone la inmunoterapia
basada en la actuacion sobre los puntos de control hay que
sefialar que, casi en igualdad de condiciones, el tratamiento
de los diferentes tipos de cancer implica el uso de
procedimientos complementarios sin que se pueda
determinar la eficacia de la pauta terapéutica a utilizar,
pues ésta depende de la naturaleza del cancer y de las
condiciones del paciente, orientdndose la terapia hacia lo
que ha venido en denominarse medicina estratificada, un
paso mas alla de la medicina de precisién o personalizada,
cuya aplicacién puede resultar compleja. Al igual que la
cirugia, la quimioterapia y la radioterapia han permitido
grandes avances en el tratamiento de los canceres y
constituyen los pilares terapéuticos frente a estas
enfermedades (Figura 5). Como ejemplo de la relevancia
de la cirugia, baste mencionar su enorme efectividad en la
terapia frente al melanoma o el cancer colorrectal, sobre
todo en las fases iniciales de estos. Desde 2011, a estos
pilares de accién, se ha incorporado con notable éxito la
inmunoterapia basada en el control de los puntos de
control. No se escapa que ésta es muy dependiente de la
capacidad del sistema inmune para actuar sobre la célula
tumoral, evitando su proliferacién y diseminacion. Por esta
razén, tumores sobre los que las células del sistema
inmune apenas actlan van a ser resistentes a la
inmunoterapia dependiente de los puntos de control. No
obstante, la combinacion de terapias frente al cancer esta
ofreciendo escenarios que antes eran imprevisibles. Asi, el
tratamiento mediante radioterapia es capaz de sensibilizar
tumores que antes eran refractarios a la inmunoterapia,
abriendo un campo nuevo con multiples posibilidades; por
otro lado, algunos farmacos interfieren con el tratamiento
inmunoterapéutico, reforzando la necesidad de avanzar en
el disefio de protocolos eficaces (15,18).
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Figura 5. Principales procedimientos terapéuticos en oncologia. EI campo de la oncologia combina una serie de estrategias terapéuticas
cuya eficacia depende del tipo de céncer, del grado de desarrollo del mismo y del paciente. Ademas de los cuatro pilares clasicos: cirugia,
quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia, nuevas estrategias estan apareciendo en el campo, como son la tecnologia basada en la
generacién de quimeras del TCR (CAR-T) y la nanomedicina. Combinaciones de estas alternativas terapéuticas estdn demostrando una
gran eficacia, como son la radioterapia junto con la inmunoterapia, observandose una significativa mejora en la accién de los agentes

inmunoterapéuticos.

Aunque la inmunoterapia ha venido a posicionarse
como un arma terapéutica de gran eficacia, su éxito
depende en buena manera del conocimiento de las bases
moleculares de la patologia oncol6gica, como veremos
mas adelante. Este conocimiento del ‘enfermosoma’ como
conjunto de datos genéticos, proteébmicos, metabolémicos
y del entorno del paciente est4 especialmente desarrollado
en las patologias oncoldgicas. Hace ya casi una década, en
una publicacién pionera sobre la integracion de la
informacion de todo tipo que se dispone sobre distintas
patologias humanas, qued6 evidente de manera expresa
que la ‘molecularizacion’ de los procesos oncoldgicos
estaba en la base del enorme éxito de las investigaciones
realizadas por diversos grupos de todo el mundo (19). Es
mas, frente a la definicidén de sindromes en otras patologias
donde las bases moleculares tal vez resultan
excesivamente complejas, la comunidad cientifica ha sido
capaz de identificar en el caso del cancer los eventos
moleculares que lo caracterizan. A su vez, esto ha
permitido el disefio de nuevas estrategias terapéuticas,
tanto sobre la célula tumoral como sobre mecanismos de
prevencidn a través de la estimulacion del sistema inmune.
Curiosamente, muchas de estas dianas moleculares se
repiten con cierta frecuencia no solo en diversos tipos de
cancer, sino también en otras patologias, por lo que esta
vision integrada del enfermosoma marca un camino hacia
la prevencion de muchas patologias. Baste sefialar los
avances en los inhibidores de la proliferacion del virus de
la hepatitis C (mediante el uso de antivirales de accion
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directa 0 AADs) y su posterior complicacién en el cancer
hepatocelular, con una tasa de éxito que ronda el 95%, o
los inhibidores de BRAF que han supuesto un primer
frente en el tratamiento de algunos tumores complejos,
como es el melanoma. Se ha llegado incluso a disefiar
inhibidores muy selectivos frente a algunas dianas
moleculares, como es el caso de la isocitrato
deshidrogenasa tipo | mutada y su papel en tumores tan
complicados como son los gliomas y glioblastomas
(20,21).

En resumen, este conocimiento del enfermosoma
humano como un conjunto de datos que integran la
situacion real del paciente oncolégico, estd permitiendo
una estratificacion de estos y por tanto el disefio de
protocolos terapéuticos seguros y eficaces, minimizando
los efectos adversos del tratamiento de eleccién. Como
campo que requiere un especial esfuerzo, aqui cabe
mencionar la dificultad que estd suponiendo la
implantacidn de estas pautas en el paciente pediatrico o
infantil.

CONSIDERACIONES FINALES

El impacto de la inmunoterapia en todos sus frentes,
incluido el cancer, tiene como contrapartida el elevado
coste de estos tratamientos y su sostenibilidad por los
sistemas de salud. Los costes estimados en 2020 rondan
los 150.000 millones de euros, lo que supone un reto en la
adecuada estratificacion de los pacientes (7,22).
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Premio Nobel en Quimica 2018. Evolucidn dirigida (mejora genética) de

enzimas, péptidos y anticuerpos

Juan-Ramon Lacadena Calero

El Premio Nobel en Quimica 2018 fue otorgado por la
Real Academia de Ciencias de Suecia en una mitad a la
Dra. Frances H. Arnold “por la evolucion dirigida de las
enzimas” y en otra mitad conjuntamente a los Dres.
George P. Smith y Sir Gregory P. Winter “por la
presentacion en fagos de péptidos y anticuerpos”.

El contenido formal de la Genética —definida como la
“ciencia que estudia el material hereditario bajo cualquier
nivel o dimension”- consiste en responder a diversas
preguntas relativas a los genes: ¢qué son? ¢coémo se
organizan y transmiten? ;cémo y cuéndo se expresan?
¢como cambian? y ;cudl es su destino en el espacio y en el
tiempo? Al analizar las historias paralelas de la Genética —
que nacio en 1900 con el redescubrimiento de las leyes de
Mendel-y los Premios que empez6 a otorgar la Fundacion
Nobel en el afio 1901, se puede comprobar que las
preguntas antes mencionadas fueron contestadas por
cientificos galardonados con el Premio Nobel. Todas,
excepto la Gltima pregunta que tiene que ver con la
evolucién. No hay duda que a lo largo de los afios ha
habido eminentes evolucionistas genetistas (Theodosius
Dobzhansky, Francisco J. Ayala, por citar solamente
algunos) que podian haber sido galardonados con el
premio Nobel si el tema de la evolucién fuera tenido en
cuenta dentro de las areas contempladas por la Fundacién
Nobel. Pero no ha sido el caso. No obstante, para ser mas
preciso, aqui tendria que mencionar como una excepcién
parcial al Dr. Jack W. Szostak que, siendo galardonado en
el afio 2009 con el Premio Nobel en Fisiologia 0 Medicina
“por el descubrimiento de cdmo los cromosomas son
protegidos por los telémeros y la enzima telomerasa”, sin
embargo, posteriormente se dedicO a investigar la
evolucién prebidtica. En efecto, en 1991, Szostak y sus
colaboradores dieron un giro de 180° en sus
investigaciones centrando su trabajo en el estudio de la
evolucién en el tubo de ensayo de moléculas funcionales
de ARN y otras moléculas. Para ello pusieron a punto la
técnica de “seleccion in vitro” para estudiar la evolucion
de moléculas biolégicas para funciones predeterminadas,
como la capacidad de catalizar una reaccidon quimica
especifica o unirse a una molécula diana. De alguna
manera, esa “seleccidn in vitro” podria ser considerada
como una anticipacion del Premio Nobel en Quimica 2018
que ahora conmemoramos.

Por primera vez en la historia de los Premios Nobel,
este afio 2018 ha aparecido el término “evolucidn” entre
los premios otorgados. Efectivamente, el Premio Nobel en
Quimica 2018 ha sido otorgado por la Real Academia de
Ciencias de Suecia a la Dra. Frances H. Arnold “por la
evolucién dirigida de las enzimas”. Aln mas, la nota de
prensa de la institucion se titula “A (r)evolution in
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chemistry” con la letra r entre paréntesis para que destaque
el término evolution. Algunos autores utilizan el térrmino
“evolucion in vitro”.

Como sefiala el informe, “el Premio Nobel en Quimica
se ha inspirado en el poder de la evolucién y ha utilizado
los mismos principios —el cambio genético y la seleccion—
para desarrollar proteinas que resuelvan problemas
quimicos a la humanidad”-. Es interesante sefialar que las
tres Nobel lectures pronunciadas por los galardonados
incluyen la palabra evolution en sus respectivos titulos (ver
5,6, 7).

El material hereditario —el ADN- tiene cuatro
propiedades genéticas fundamentales: la replicacién (ser
capaz de conservarse a si mismo), la mutacién
(fundamento de la variabilidad genética necesaria para que
exista la evolucion), la recombinacién (que potencia la
variabilidad genética) y ser portador de informacién capaz
de ser expresada. La mutacion y la seleccién natural son la
base de la evolucion. Si existiera una vida extraterrestre, su
material hereditario no tendria por qué ser necesariamente
el acido desoxirribonucleico, pero si tener sus mismas
propiedades genéticas antes mencionadas.

Las reflexiones anteriores vienen a cuento porque en la
investigacién de la Dra. Frances H. Arnold —la “evolucién
dirigida de enzimas”- utiliz6 las mutaciones inducidas en
los genes que codifican para la enzima subtilisina, que
degrada la caseina en medio acuoso, “mejorandola”
mediante seleccion artificial hasta hacerla capaz de
trabajar en un medio con disolvente organico (la
dimetilformamida). Es decir, se trata de un proceso de
“mejora genética de enzimas”, lo mismo que existe la
mejora genética de plantas o la mejora genética de
animales. Podria decirse que este es el segundo premio
Nobel que se concede dentro del campo de la Mejora
Genética. El primero fue el ingeniero agrénomo Norman
E. Borlaug que recibi6 el Premio Nobel de la Paz en 1970
“por su contribucién a la revolucién verde”.

El método de mejora de la enzima utilizado por la Dra.
Arnold en 1993, basado en los procesos de mutacion y
seleccion (1,2), fue completado por la técnica desarrollada
después por Willem Stemmer (1994) de “apareamiento”
(entre comillas) de enzimas en el tubo de ensayo,
consistente realmente en la “barajadura del ADN?”,
cortando y uniendo fragmentos de ADN como equivalente
al proceso genético de recombinacién. Quizas, Stemmer
hubiera compartido el premio Nobel con Arnold si no
hubiera fallecido en el afio 2013.

Las investigaciones de Arnold le han permitido obtener
enzimas capaces de catalizar reacciones quimicas hasta
ahora inexistentes en la naturaleza que permiten obtener
nuevos farmacos, asi como aumentar la velocidad de
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reaccion, disminuir los subproductos innecesarios y excluir
los metales pesados necesarios en la quimica tradicional,
reduciendo el impacto ambiental.

A estos trabajos hay que afadir la posibilidad de
obtener energia renovable, por ejemplo, desarrollando
enzimas capaces de transformar azlcares en isobutanol
que puede ser utilizado tanto para la producciéon de
biocombustibles como pléasticos “ecolégicos” (“greener”).

La otra mitad del premio Nobel de Quimica de este
afio, otorgado a los Dres. George P. Smith y Sir Gregory P.
Winter, premia las investigaciones sobre la utilizacion de
fagos para identificar los genes desconocidos de proteinas
conocidas, de manera que el fago actia como un enlace
entre el fenotipo (la secuencia proteica) y el genotipo (la
secuencia del ADN del gen que la codifica).

En 1985 el Dr. George P.Smith puso a punto la técnica
de “presentacion de péptidos en fagos” (phage display),
desarrollando bibliotecas de fagos para presentacion de
péptidos (3). Para ello se siguen las siguientes etapas: 1)
insercion del ADN de interés en el gen que codifica para
una proteina externa de la cépside del fago, 2) expresion
del péptido en cuestion en la superficie del fago, 3)
seleccion del fago por unién del péptido con la diana
(ligando) de interés, 4) amplificacién por infeccion de
bacterias, y 5) desarrollo de la biblioteca de fagos para
presentacion de péptidos.

En 1990, el otro galardonado Sir Gregory P. Winter,
utilizando la técnica de Smith, consiguié la presentacién
en fagos de un fragmento de anticuerpo plegado y
totalmente funcional (4). La evolucion dirigida de
proteinas de unién se ha convertido en un protocolo
altamente eficaz para el desarrollo de anticuerpos
terapéuticos. El primer anticuerpo terapéutico totalmente
humano obtenido mediante presentacion en fagos fue el
Adalimumab (aprobado en el afio 2002), que se une con
una muy alta afinidad a la proteina TNF-a, que es una
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proteina pro-inflamatoria. ElI Adalimumab se usa en
tratamiento de la artritis reumatoide, la psoriasis y la
inflamacion intestinal. Como sefiala el informe de la
Institucion Nobel, una amplia gamma de anticuerpos
humanos han sido y seran identificados utilizando la
técnica de presentacion en fagos (phage display) para ser
usados en la clinica en la lucha contra las enfermedades
inflamatorias y contra el cancer.
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N

De todas estas investigaciones —que la Institucién
Nobel denomina abreviadamente como la “revolucion de
la evolucion dirigida”~ nos hablard el Profesor César
Nombela, Académico de NUmero de esta Real Academia
Nacional de Farmacia.
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Premio Nobel de Quimica 2018: evolucion dirigida e ingenieria de

proteinas
César Nombela

Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Facultad de Farmacia. Universidad Complutense e IRYCIS
Académico de Numero de la Real Academia Nacional de Farmacia.

ABSTRACT: The 2018 Nobel Prize of Chemistry has
acknowledged the value of research directed to evolve
natural enzymes in order to improve its catalytic
capacities such as stability, specificity. The laureate
Frances Arnold used procedures based on mutation and
selection to generate modified enzymes that even
perform abilogical activities not known to have taken
place in living cells. On the other hand, the award also
goes to George P. Smith and Gregory Winter whose
efforts to generate, select and improve antibodies using
the technique of phage “display” made it possible to
produce antibodies without animal inmunization in
simple systems. The work of the awardees has already
generated many applications for the synthesis of drugs,
biofuel, detergents and many other products, as well as
it leads to emergence of a new Inmunotherapy
addressed to deal with many human diseases such as
cancer or autoimmune processes.

RESUMEN: El Premio Nobel de Quimica 2018 ha
reconocido en primer lugar el valor de investigaciones
destinadas a mejorar las capacidades de enzimas
naturales, en su vertiente catalitica, de estabilidad o de
especificidad de la reaccién. Utilizando diversos
procedimientos de mutacion y seleccién, la premiada
Frances Arnold ha logrado generar enzimas que incluso
catalizan reacciones abiologicas que hasta ahora no
tenian lugar en los seres vivos. Por otro lado, con este
galardén se reconoce a los investigadores George P.
Smith y Gregory Winter cuyos esfuerzos para generar,
seleccionar y mejorar anticuerpos mediante la técnica de
“despliegue en fagos” conducen a la produccion de
anticuerpos sin inmunizaciéon de animales, en sistemas
sencillos. El trabajo de los galardonados tiene ya
numerosas aplicaciones en sintesis de farmacos,
combustibles, detergentes y otros muchos productos, asi
como en el auge de la Inmunoterapia de enfermedades
humanas como el cancer y patologias autoinmunitarias.
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En la edicion de 2018, la Academia Sueca de Ciencias
concedia el Premio Nobel de Quimica a tres distinguidos
cientificos: la doctora Frances Arnold (Instituto
Tecnolégico de California), recibia la mitad de la dotacién
por su trabajo pionero en evolucion forzada de proteinas
en condiciones controladas de laboratorio, para modificar
y mejorar las capacidades cataliticas de diversas enzimas;
por otro lado, la otra mitad de la dotacion se otorgaba a los
doctores George P. Smith (Universidad de Missouri-
Columbia) y Gregory Winter (Universidad de Cambridge)
por sus trabajos que han permitido seleccionar y producir
anticuerpos por procedimientos tan novedosos que no
requieren inmunizacién de animales, sino que se basan en
la clonacion de genes de inmunoglobulinas en sistemas
basados en bacteri6fagos.

El referido organismo justificaba la concesion con estas
palabras

El poder de la evolucion se refleja en la diversidad de
la vida. Los galardonados con el Nobel de Quimica 2018
han tomado control de la evolucion utilizandolo para
propositos que acarrean grandes beneficios a la condicién
humana. Enzimas generadas mediante evolucién dirigida
se emplean para fabricar biofuel o productos
farmacéuticos. Los anticuerpos que se han generado
mediante el procedimiento denominado “despliegue en
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fagos” se pueden usar para combatir enfermedades
autoinmunitarias, incluso para curar el céancer
metastésico en algunos casos.

Los laureados con el Nobel de Quimica de este afio se
inspiraron en el poder de evolucion utilizando los mismos
principios —cambo genético y seleccion- para resolver
problemas quimicos que tienen los humanos.

Cabe afiadir que el Doctor Sir Gregory Winter ya habia
visto reconocido su trabajo con un galardon de gran
relevancia internacional, que se concede en Espafia, el
Premio Principe de Asturias de Investigacién Cientifica y
Técnica 2012, galarddn que entonces compartié con el
norteamericano Doctor Richard A. Lerner.

EVOLUCION FORZADA DE PROTEINAS EN EL
LABORATORIO

La primera aportacion del laboratorio de Frances
Arnold sobre la evolucién de proteinas en el laboratorio se
publicé (1) en 1991. Suponia la prueba de concepto y el
germen de lo que habria de desarrollar con posterioridad.
La metodologia disponible permitia ya entonces inducir
mutaciones en determinados genes, identificar por
secuenciacion los cambios genéticos inducidos y
correlacionar dichos cambios con el fenotipo mutante, asi
como las caracteristicas de interés que los cambios
genéticos aportan.
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Como la actividad de las proteinas enzimaticas
naturales funciona en ambientes acuosos, una pregunta
fundamental es si cabe modificar la proteina para lograr
que su actividad catalitica sea funcional solventes
orgénicos polares. Ampliar esa capacidad catalitica del
medio acuoso al medio orgénico podria aportar numerosas
ventajas, entre otras la catélisis en un medio en el que la
contaminacién microbiana se puede evitar facilmente. El
éxito de estos primeros trabajos se logré con el gen de la
subtilisina E de la bacteria Bacillus subtilis. La subtilisina
es una endopeptidasa que reconoce enlaces peptidicos con
serina y que puede actuar de forma reversible, por lo que
tiene aplicaciones en la sintesis de péptidos.

Por mutagénesis del gen de subtilisina E (serin-
endopeptidasa) de B. subtilis, empleando la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para construir
una mini-genoteca de 300 clones del fragmento del gen de
subtilisina, y tras dos rondas de mutacion y seleccién en
placas con caseina, se lograron diversos mutantes de este

César Nombela

gen con actividad en medio organico. Un mutante triple
mostraba una actividad notable incrementada en
dimetilformamida (85%). La secuenciacion del mismo
mostrd que las mutaciones se situaban en las proximidades
de la region de fijacion del sustrato y en el centro activo de
la subtilisina E (1).

La figura 1 representa un esquema de cémo se puede
plantear la evolucién de proteinas enziméticas en el
laboratorio. Son muchos los procedimientos para provocar
mutagénesis al azar de manera que cabe pensar en cubrir
todos los genes y todas las posiciones de su secuencia.
Naturalmente, sabemos que muchas de estas mutaciones
pueden provocar la pérdida de la proteina correspondiente
en la célula o conducir a polipéptidos totalmente carentes
de actividad, estabilidad u otras propiedades. Pero, las
experiencias relatadas anteriormente con el gen de la
subtilisina E demuestran que caben numerosos cambios
mutacionales que determinen una proteina con nuevas
propiedades.

Figura 1. Esquema del proceso de modificacion genética de proteinas, mediante mutacion, acompafiado de la seleccién de los
mutantes con propiedades mejoradas. Tras una eleccion inicial, los mutantes pueden ser sometidos a sucesivas rondas de
mutacién y seleccion, de las cuales pueden derivarse proteinas con propiedades nuevas y actividad incluso abiolégica.
Reproducida con permiso de la Royal Swedish Academy of Sciences.
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Como se esquematiza en esta figura el proceso
desarrollado por la galardonada con el Premio Nobel, la
Dra. Arnold, y por muchos otros laboratorios, supone
incluir varias rondas més de mutacidn y seleccion, siempre
que existan procedimientos experimentales para
seleccionar genes mutantes que den lugar a proteinas
convenientemente modificadas. Un gen mutado que
muestra capacidad de codificar una proteina con nuevas
propiedades enzimaticas puede ser susceptible de nuevas
rondas de mutacion que amplie las mejoras aportadas. La
pregunta entonces es si serdn factibles muchos cambios,
incluso algunos que lleven a catalizar reacciones que no
sean propias de los seres vivos, precisamente por parte de
proteinas que de ellos derivan.

NUEVA QUIMICA, LA QUIMICA QUE
SOBREPASA LOS LIMITES BIOLOGICOS
ESTABLECIDOS

La evolucién forzada de proteinas en condiciones de
laboratorio ha permitido logros fundamentales con
aplicaciones précticas que ya estan en el mercado (2). De
alguna forma esta tecnologia mimetiza fendmenos que ya
se han dado en la naturaleza. Por ejemplo, sabemos que las
bacterias han evolucionado para hacerse resistentes a los
antibidticos generando actividades enziméticas que
inactivan a los antimicrobianos (3) y que antes no existian.
Igualmente, se ha producido la evolucién de proteinas
enzimaticas con capacidades de degradar nuevos sustratos
quimicos que antes no aparecian en el medio natural. En el
anélisis de los fundamentos de la ingenieria de proteinas
que nos ocupa también cabe pensar en el disefio, una vez
que el conocimiento de las secuencias de genes puede
permitir predecir estructuras polipeptidicas que pudieran
tener actividades bioldgicas determinadas, lo que llevaria a
su sintesis bioldgica por expresion de los correspondientes
genes disefiados y sintetizados en el laboratorio. Sin
embargo, no cabe duda de que plantear en el laboratorio
las condiciones que utiliza la naturaleza para la evolucion
(mutacidn y seleccion) ha resultado mucho més productivo
).

La ingenieria del Citocromo P450 vy otras
hemoproteinas, que en distintas modalidades existen en la
naturaleza en muchos organismos, incluidas las bacterias,
ha resultado de gran utilidad en manos de la galardonada
Frances Arnold. Las actividades de Citocromo P450 para
catalizar reacciones de hidroxilacién, epoxidacion,
oxidacion heteroatdmica, nitracién, etc. se han podido
adaptar por evolucion dirigida con diversos propdésitos (2)
que, entre otros, incluyen (i) Actividad en ambientes no
habituales (solventes organicos); (ii) modificacion de la
actividad para actuar sobre sustratos diferentes; (iii)
incremento de la termo-estabilidad; (iv) cambio en la
enantio-selectividad de la reaccion catalizada.

Ejemplos recogidos en la referencia 2 se refieren a la
produccion de estereoisomeros con alta selectividad
mediante ciclopropanacidn, catalizada por una variante de
globina de B. sutilis, que ha resultado de utilidad en la
produccion del antitrombotico ticargelor. Una variante
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mutada de citocromo C de Rhodothermus marinus
permitié lograr un enzima con actividad catalitica
abioldgica capaz de estimular la formacién de enlaces C-Si
y C-B. Compuestos con estos enlaces encuentran
aplicaciones en la produccién de contrastes, elastdmeros,
etc. Finalmente, tras diez rondas de mutacion y seleccion
de citocromo P450 de Labrenzia aggregata se obtuvieron
variantes de esta proteina, que acumulaban hasta doce
cambios de aminoacidos, algunos en posiciones alejadas
de centro activo de la proteina. Esta proteina ejerce nuevas
actividades cataliticas enzimaticas, desconocidas en los
seres vivos y en la quimica de sintesis, como puede ser la
epoxidacion o la funcionalizacidn de alquenos (2).

El repertorio de posibilidades de aplicacién de la
ingenieria de proteinas, basada en la evolucién forzada en
el laboratorio, se ha seguido ampliando. La plasticidad de
las enzimas para adaptarse a nuevos desempefios, en
funcién de cambios mutacionales en su estructura, ha
continuado ampliandose de forma notable. Algunos
ejemplos incluyen, la modificacién de las capacidades de
plegamiento de las proteinas, con su consiguiente
aplicacion para su estudio en las células o su empleo en
Biotecnologia (4); la generacion de nanoestruturas
proteicas covalentemente enlazadas (5); la formacién de
consorcios celulares estructurados sintéticos (6); la
alquilacién selectiva de en enlaces C-H mediante catalisis
basada en el Fe (7).

PRODUCIR ANTICUERPOS SIN INMUNIZACION

Uno de los capitulos mas fascinantes de la
Inmunologia, escrito en el pasado siglo, consistidé en
desvelar las bases bioquimicas y genéticas de a inmunidad
humoral. Conocida la estructura de los anticuerpos
(Edelman y Porter), integrados por cadenas proteicas
pesadas y ligeras, que se ensamblan entre si, con regiones
de secuencias constantes o variables, quedaba por
establecer los fundamentos genéticos de la capacidad de
los metazoos de producir una “aparentemente ilimitada”
variedad de anticuerpos, es decir de inmunoglobulinas.

El reconocimiento de todo tipo de antigenos,
produciendo una respuesta especifica, demandaba el que la
codificacion genética de las proteinas inmunoglobulinas
pudiera acomodarse en unos pocos genes con capacidad de
combinar sus secuencias. Se trata de una capacidad muy
amplia para dar lugar a millones de combinaciones
posibles. Por inmunizacion de un animal con un antigeno
cabe obtener suero de su sangre, que serd portador de una
notable variedad de anticuerpos, muchos de ellos
inmunoglobulinas diferentes capaces de reconocer a dicho
antigeno y reaccionar con él. Son las preparaciones de
anticuerpos policlonales.

El descubrimiento de los anticuerpos monoclonales, en
el inicio de los ochenta (Kholer y Milstein) fue posible
gracias a la posibilidad de inmortalizar clones de células
productoras de anticuerpos (células B) capaces de segregar
ahora ya una sola inmunoglobulina. La utilidad de sueros
de anticuerpos policlonales, tenia ya una larga tradicién en
Medicina, de hecho uno de los objetivos de la Farmacia
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fue producir sueros medicinales desde el comienzo del
siglo XX. Los anticuerpos monoclonales se revelaban
entonces con enormes posibilidades, pero era necesario
perfeccionar los procedimientos para su produccion y su
potencial aplicacion en tratamientos. Es més, el manejo de
anticuerpos de diversos animales, ratén en especial, debia
dar paso a la utilizacién de anticuerpos humanos, para el
tratamiento en la clinica humana. Ese era el desideratum
que estaba a punto de abrirse y que comenzé a llegar
cuando el galardonado con este premio nobel de Quimica
2018, George P. Smith, publicé el primer trabajo de los
que abrieron el desarrollo de la técnica denominada
“despliegue en fagos” (8) (phage display).

Mediante esta metodologia se pudo producir
anticuerpos sin inmunizar un animal o un ser humano,
clonando genes de inmunoglobulinas en el DNA de
bacteriéfagos de los mas sencillos que se conocen. Se trata
de fagos filamentosos, cuyo material genético es DNA
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monocatenario, en el cual se pueden insertar genes de
inmuglobulinas y lograr su expresion eficiente al tiempo
que plantear la seleccién de clones capaces de producir la
inmunoglobulina de interés. Es la bacteria infectada por el
fago recombinante la que dard lugar a la proteina
inmunoglobulina seleccionada.

Como se ilustra en la Figura 2, Smith desarroll6 este
vector fagico en principio para clonar cualquier gen, no
solo de inmunoglobulinas. El bacteriéfago recombinante,
que ha incorporado el fragmento génico puede expresar la
proteina como parte de la proteina de su cépsida (virion) y
ser reconocida por algin reactivo que sea capaz de
interactuar con ella, en este caso un anticuerpo también.
En este trabajo (8) y en otro posterior (9) se ponia de
manifiesto la enorme potencialidad de este método para
generar una gran variedad de clones y seleccionar algunos
portadores de péptidos especificos con un poder de
discriminar entre uno por cada 10°-10°,

Figura 2. La introduccion de las secuencias de un determinado gen da lugar al DNA de un fago filamentoso recombinante. El
trabajo de Smith puso de manifiesto que la multiplicacién de dicho fago en la bacteria a la que afecta conduce a la expresion de
proteina recombinante, que expresa el gen clonado. Con anticuerpos frente a esa proteina cabe seleccionar clones del fago
recombinante de interés con alta eficacia. Es el origen de la técnica de “despliegue en fagos”. Reproducida con permiso de la

Royal Swedish Academy of Sciences.

La potencialidad de este sistema para generar y
seleccionar  polipéptidos  representativos de  las
inmunoglobulinas llegé pronto de la mano de otro
galardonado, Greg Winter, que lo utiliz para seleccionar
clones del fago con fragmentos de inmunoglobulina. De
ellos se pueden seleccionar aquellos que interactian con
un antigeno determinado, todo ello en funcion del poder de
seleccion de la técnica, al que hemos aludido. La prueba de
concepto del potencial de este sistema se formula en el
trabajo publicado por Winter y sus colaboradores ya en
1990 (10). En dicha publicaciéon documentan c6mo
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pudieron seleccionar fragmentos de anticuerpos frente a
lisozima de gallina, cuya especificidad era tan alta que no
reaccionaban frente a la lisozima de pavo. El trabajo ponia
de manifiesto la alta resolucién del sistema asi como la
posibilidad de abrir el camino para la produccion de
anticuerpos humanizados y humanos. Los primeros
responden a una estructura hibrida, murino-humano, y los
segundos constituyen inmunoglobulinas con las estructura
completa propia de la de los humanos, de indudable interés
para la terapia.
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La Figura 3 ilustra el procedimiento de Winter de
despliegue en fagos. La incorporacién de fragmentos de
genes de inmunoglobulinas al DNA del bacteri6fago
permite su expresién en el viribn como parte de las
proteinas de la cpsida. Todo ello posibilita la seleccién de
aquellos clones que son portadores del fragmento del
anticuerpo de interés. Sucesivas rondas de mutacion de
estos genes y seleccion basada en el reconocimiento del
antigeno permiten ampliar la especificidad. De nuevo,
mediante mutacién y seleccién se puede provocar la

evolucién de genes de inmunoglobulinas en condiciones
de laboratorio, sin que sea preciso inmunizar a un animal
ni crear un hibridoma a partir del animal inmunizado.

El sistema se ha revelado como muy versatil hasta el
punto de propiciar la insercion del fragmento génico del
anticuerpo en las méas variadas regiones del gen de la
proteina del fago (11), lo que permite su expresion en los
méas diversos lugares del virion de acuerdo con los
propositos experimentales que se persigan.

Figura 3. El procedimiento de Winter para generar fagos recombinantes, portadores de secuencias de inmunoglobulinas, implica
clonar en el DNA del fago la informacion genética propia de las regiones de la inmunoglobulina que determinan el reconocimiento
de antigenos a través de sus epitopos. El sistema permite clonar fagos recombinantes, que expresan los fragmentos de
reconocimiento de los antigenos, asi como someter a esos clones a rondas de mutacion y seleccion para generar las formas mas
adecuadas del anticuerpo.
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LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES, UNA
PARTE DE NUEVO PARADIGMA DE LA
INMUNOTERAPIA

La posibilidad de disefiar y producir con precision
anticuerpos monoclonales ha puesto a estos materiales en
el centro de la Inmunoterapia, la que surgiera hace mas de
un siglo con la introduccién de las vacunas y los sueros
medicinales. Hoy la Inmunoterapia plantea la modulacion
farmacologica de multitud de dianas moleculares,
mediante proteinas humanas (anticuerpos) capaces de
interactuar con diversas regiones de las mismas (epitopos).

Los primeros anticuerpos monoclonales en terapéutica
aparecieron en la mitad de los ochenta, basados en la
tecnologia de hibridomas. La tecnologia de despliegue en
fagos ha resultado decisiva para desarrollar anticuerpos
monoclonales totalmente humanos. El denominado
Adalimumab (Humira), una inmunoglobulina (1gG1lk)
dirigida frente al Factor Necrdtico Tumoral (TNF en la
terminologia inglesa) fue introducido en 2002 para el
tratamiento de la artritis reumatoide. Se trata del primer
anticuerpo totalmente humano introducido y desarrollado
en aplicacion de la tecnologia de despliegue en fagos que
pusiera a punto Winter. Sus ventas en el momento actual
alcanzan cifras que superan la docena de miles de millones
de ddlares.

El paso gradual de anticuerpos murinos a aquellos que
incorporaban de manera creciente las caracteristicas de los
humanos ha tenido lugar en apenas dos décadas, pero los
logros convierten a este grupo de farmacos en el de mayor
crecimiento y valor en Terapéutica. Actualmente estan en
uso y se comercializan unos 60 anticuerpos monoclonales
para diversas indicaciones, tales como procesos
autoinmunitarios, infecciosos y especialmente cancer. La
inmunoterapia del céncer, para interferir con los procesos
de bloqueo que la célula tumoral ejerce frente al sistema
inmunitario que podria destruirla, avanza dia a dia con
nuevos tratamientos que cubren una cantidad creciente de
tumores. No sorprende que de camino estén casi un millar
de nuevos productos, muchos de los cuales naturalmente
no tendran éxito, pero que aseguran la introduccién de
novedades importantes en los afios venideros. La
versatilidad de los sistemas de disefio, produccién y
seleccion permiten plantear todo un conjunto de variables
entre otras, (i) anticuerpos modificados por ejemplo como
gluco-conjugados, (ii) anticuerpos conjugados con
farmacos para vectorizar a estos hacia la diana
correspondiente, (iii) anticuerpos bi-especificos que
reconocen dos epitopos diferentes; (iv) fragmentos de
anticuerpos de diversa indole; o mezclas de anticuerpos.

UN NOBEL QUE IMPACTA EN LA INDUSTRIA

Como sefiala en un reciente editorial la revista Nature
Biotechnology (12) no es comdn el que la concesion del
Premio Nobel suponga no so6lo el reconocimiento de
avances en el conocimiento fundamental, sino que en poco
tiempo se haya trasladado tanto el trabajo académico a
aplicaciones industriales y sanitarias de notable interés
para la calidad de vida.
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La evolucién de proteinas en el laboratorio ha
facilitado la emergencia de nuevas enzimas con
aplicaciones inmediatas para produccion de farmacos, de
combustibles de detergentes, de contrastes y de otros
muchos productos. El empleo de fagos como vectores ha
disparado las enormes posibilidades de loa anticuerpos en
la taerapia de muchas enfermedades sin tratamiento. La
conclusion sigue siendo que el potencial de los hallazgos
aqui comentados esta ain en buena medida por explotar.
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