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La artritis reumatoide (AR)

AR enfermedad inflamatoria, cronica, autoinmune y de
origen desconocido, caracterizada por la afectacion
simetrica de las articulaciones diartrodiales.

Prevalencia 0,5%, en Espana.

Se trata de una patologia que se presenta con mayor
frecuencia entre los 40 y 60 anos y en mujeres.

Enfermedad altamente incapacitante.

*Carmona L et al. EPISER GROUP. The prevalence of rheumatoid arthritis in the

C Nacional de la SEFH.
general population of Spain. Rheumatology 2002; 41: 88-95. g e o=

Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




La artritis reumatoide (AR)

PATOGENESIS
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Choy EHS, Panayi GS. Cytokine pathways and joint inflammation

in rheumatoid arthritis. N Engl J Med 2001; 344: 903-16. Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




PATOLOGIA
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Postigo AA et al. The role of adhesion molecules in the pathogenesis of rheumatoid arthritis.
Autoinmunity 1993;16: 69-76.
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Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




‘ratamiento farmacologico de la AR

Grupo A: Madifican signos y sintomas de la AR.
Analgeésicos, AINEs y corticoides.

Grupo B: Farmacos modificadores de la enfermedad
(FAMEs). Metotrexato, leflunomida, sulfasalazina,
sales de oro, antipaludicos, ciclosporina, azatioprina,

ciclofosfamida y clorambucil.

Grupo C: Terapias biologicas. Permiten controlar la AR.
Inhibidores del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), inhibidores de la interleuquina | y los farmacos
dirigidos contra las moléculas de superficie .

*Aletaha D et al. Practical progress in realisation of early diagnosis and treatment of patients with suspected

rheumatoid arthritis: results from two matched questionnaires within three years. Ann Rheum Dis 2002;61:

630-4.

Panel de expertos SER. Ill Actualizacion del consenso SER sobre la terapia biolégica en la AR. Rheumatol Congreso Nacional de la SEFH.

Clin 2006; 2 Supl: 52-9. Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




Estructura de un anticuerpo

 Un anticuerpo

////VH\

Fc fragmento que fija
complemento

Fab fragmento que se
une al anticuerpo

VH Region variable de la
cadena pesada

VL Region variable de la
cadena ligera

CDR Regiones
determinantes de
complementariedad

*Weir N et al. A new generation of high-affinity humanized PEGylated Fab fragment

anti-tumor necrosis factor-a monoclonal antibodies. Therapy 2006; 535.45. Congreso Nacional de la SEFH.

Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




— Murinos (omab). Muronomab.
— Quimericos (imab). Infliximab, rituximab.
— Humanos (umab). Adalimumab, gemtuzumab.

« PROBLEMAS

— Anticuerpos humanos contra los mADb.
— HAMA, HACA, HAHA.

*Wolbink GJ, et al. Development of anti-infliximab antibodies in relationship to clinical

response in patients with rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 2006;54:711-5.

-Batelds GM et al. High levels of human anti-human antibodies to adalimumab in a

patient not responding to adalimumab treatment. Ann Rheum Dis 2006; 65: 1249-50. Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




Anticuerpos monoclonales

» Estrategias para disminuir la posible
produccion de auto anticuerpos:
— Produccion HAMA—— anticuerpos murinos

— Produccion HACA —— anticuerpos
humanizados y humanos.

— Produccion HAHA???

Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




Anti-TNF alfa
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CDR: Regién de hipercomplementaridad

Anticuerpo monoclonal quimérico
75% humano

INFLIXIMAB
840,000 pacientes tratados

Anticuerpo monoclonal humanizado
~95% humano

CDP571

Anticuerpo monoclonal humano
100% humano

ADALIMUMAB
110,000 pacientes tratados

Abbas AK et al. Cellular and Molecular Immunology. 5th ed. 2003.
Reichert J et al. Nat Rev Drug Discov. 2004;3:383-384.
Waldmann TA. Nat Med. 2003;9:269-277.

Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




Anti-

Etanercept Infliximab

Receptor

Proteina de fusion Anticuerpo monoclonal
recombinante del quimérico (75%
receptor 2 soluble tipo humano y murino
tnf-a p-75 y Fc 25%)

Weir N, Athwal D, et al. Therapy. 2006;3:535-45

Certolizumab

Adalimumab
pegol

Anticuerpo monoclonal Fragmento de union

totalmente humano al an_tigeno Fab’
PEGilado

2x20 kDa PEG

Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




Certolizumab pegol

Fragmento Fab’de un anticuerpo
monoclonal frente a TNF
humanizado y PEGilado

Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




OBTENCION DEL CERTOLIZUMAB PEGOL

From mAb to PEGylated Anti TNF'

mAb Fc 2 Fab Fab' pEg | ECYlated |
Fc-free Fab'|

Q@_=\\// I,+ _ e

: Addition of \ i
Y-shaped Removal of Fab' unlike
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monoclonal the Fc
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any mAb

Weir N, Athwal D, Brown D, et al. A new generation of high-affinity humanized PEGylated Fab’fragment anti-tumor necrosis

factor-a monoclonal antibodies. Therapy. 2006;3:1-11.2. Stephens S, Nesbitt A. Foulkes R. Placental transfer of the anti-TNF )

antibody TN3 in rats: comparison of immunoglobulin G1 and PEGylated Fab versions. Presented at: the 14th United European Congreso Nacional de la SEFH.
Gastroenterology Week Annual Meeting: October 21-25, 2006; Berlin, Germany Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




Certolizumab pegol

TNF-a-specific antibody producing
hybridoma (HTNF40)

|

Murine CDRs from light and heavy chain
regions transferred on to human antibody
acceptor framework

h ) ) Transfect bacterial
, cells
/

Expression of
-, humanized Fab’

Conjugation
of PEG

Certolizumab pegol \

mAb: Monocional antibody; PEG: Polyethylene
glycol; TNF: Tumor necrosis factor.

Weir N, Athwal D, Brown D, et al. A new generation of high-affinity humanized PEGylated
Fabfragment anti-tumor necrosis factor-a monoclonal antibodies. Therapy. 2006;3:1-11.2

* Certolizumab pegol

se ha
elaborado mediante injerto de
las CDR hipervariables cortas
procedentes de mAb murino
(HTNF40) en un fragmento
Fab'de Ig humano.

El fragmento Fab®™ de
certolizumab pegol tiene un
98% de residuos de linea
germinal humana.

Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.
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« ¢ Por que emplear solo la fraccion Fab® humanizada?
— Ausencia de fraccion Fc——No fija el complemento.
— No se produce CDC y la ADCC.
— No se produce formacion de inmunocomplejos
— Menor produccion de HACA y HAHA.
— Transferencia placentaria-lactaria

Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.
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Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.
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Concentraciones TN3 IgG1y TN3 Fab'-PEG en
el plasma de las crias después de 2 inyecciones |V
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Anti_TNF IV

< Dia gestacion » <—Dia lactancia—>
#Punto de compensacion (Media geométrica = 95% intervalo de confianza)
La administracién de anti-TNF esta indicada por la flecha amarilla

Simbolos abiertos muestran la concentracion en el plasma de los fetos el dia 20 de la gestacion.

Congreso Nacional de la SEFH.
Nesbitt A et al . ACG. Las Vegas, NV. 20-24 October 2006. Poster P711 Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




La peqilacion

La pegilacion es la modificacion de moléculas bioldgicas
mediante la conjugacion covalente con polietilenglicol
(PEG).

El PEG que es un polimero hidrosoluble no inmundgeno
y no toxico.

La pegilacion permite un cambio en las propiedades
fisicas y quimicas de la molecula:

— Mejora la solubilidad
— Disminuye la inmunogenia

— Permite una disminucidon en la frecuencia de
administracion

Veronese FM et al. The impact of PEGylation on biological therapies. Congreso Nacional de la SEFH.
Drug developement. Biodrugs 2008; 22: 315-9. Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.
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« Union especifica del PEG en la
region bisagra del fragmento Fab’
con un resto tiol de la cisteina libre
y solitario.

Conjugacion con un PEG ramificado
(PEG2) en un sitio alejado de la
union al antigeno.

Se consigue una disminucion de la
iInmunogenia y un aumento la
semivida circulante, sin perder
afinidad por el TNF-a. Pegilacion
eSpeCIflca en un sitio alejado de la Estructura molecular de certolizumab pegol

regic’)n de union al antl’geno. Las cadenas de fragmento Fab' se muestran
en verde y azul y las de PEG en amarillo

Veronese FM et al. The impact of PEGylation on biological therapies. Congreso Nacional de la SEFH.
Drug developement. Biodrugs 2008; 22: 315-9. Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




« ¢Por que pegilar el framento Fab“?

— Aumenta el tamano y el peso de una proteina
terapeutica

— Aumenta la vida media (14 dias) siendo comparable
a la del anticuerpo completo.

— Es compatible con la administracion subcutanea

— Modifica las propiedades farmacocinéticas vy
farmacodinamicas.

— Mejora la estabilidad térmica y mecanica

— Mejora la distribucion del certolizumab en el tejido
inflamado (resultados en animales).

Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




Distribucion tisular: Imagen in vivo de acumulacion de
certolizumab pegol en tejido de ratéon enfermo y ratén normal

Tejido normal Tejido inflamado

Image
Min = -4.4803e-05
Max = 0.00065361
efficiency
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ROI 1=2.3231e-0

ROI 1=4.25¢-05

Color Bar
Min = 3.268e-05
Max = 0.00053026

Raton con artritis reumatoide activa y ratén normal con administracién de 2 mg/kg CZP IV marcado con Alexa-680
Imagen y muestras de sangre periférica obtenidas en las siguientes 26h
ROI= Regidn de interés

Palframan et al. Use of biofluorescence imaging to compare the distribution of certolizumab

pegol, adalimumab and infliximab in the inflamed paws of mice with collagen induced arthritis. gongreso glgzlogal c:e IabSElsz'zoog
Journal of inmunological methods 2009; 348: 36-41. aragoza, 2o de septiembre de :




Niveles de Anti-TNF en tejido normal y en tejido inflamado en
modelo animal

—*— Certolizumab Pegol-Alexa680
Adalimumab-Alexa680

(<))
=
2
1)
)
©
S
[ S
o
c
_a
Q
S
S
)
(v
IE
)
b
©
(14

12 15 18 21 24
Time (h)

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (certolizumab pegol-Alexa680 vs adalimumab-Alexa680)
One-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-test between equivalent time points

Palframan et al. Use of biofluorescence imaging to compare the distribution of certolizumab .
pegol, adalimumab and infliximab in the inflamed paws of mice with collagen induced arthritis. Congreso Nacional de la SEFH.
Journal of inmunological methods 2009; 348: 36-41. Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




modelo animal

N
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*p<0.05, ***p<0.001 (certolizumab pegol-Alexa680 vs infliximab-Alexa680)
ANOVA seguido de post-test de Bonferroni entre intervalos de tiempo equivalentes

Palframan et al. Use of biofluorescence imaging to compare the distribution of certolizumab .
pegol, adalimumab and infliximab in the inflamed paws of mice with collagen induced arthritis. Congreso Nacional de la SEFH.
Journal of inmunological methods 2009; 348: 36-41. Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




En modelos animales, certolizumab pegol ha
presentado inidices de penetracion en el tejido
iInflamado frente a sano de ratones con artritis,

mayores que adalimumab e infliximab.

Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




Diferencias entre los anti-TNF

Ac. Monoclonales

'3

Tipo

Peso mol. KD, aprox
Via de administraciéon
Biodisponibilidad %
Cinética

Pauta

concentracion
Semivida dias
Cmax pg/ml

Antigenicidad
% HACA

Valencia

INFLIXIMAB

Ac. Monoclonal
Quimérico

149
IV perfusién

100%

No lineal
Caraa0 2 Gv

cada 8 semanas

Picos

9,5
118

+4+++
7-21

Bivalente

/"

%

ADALIMUMAB

Ac. Monoclonal
Humano

148

SC

64%

No lineal

2 semanas

Estado estable

9-21
4,7

++
6-12

Bivalente

Anti-receptor

ETANERCEPT
Prot. Fusion

150

SC
58-76%
No lineal

Semanal
Estado estable

3-5
1,2-3

+
2

Bivalente

CERTOLIZUMAB PEGOL

Ac. Monoclonal
humanizado,
pegilado

417
SC
80%
Lineal

Caraa 0 2 A
vulu“ v,

g aw

sem/Mensual

Lineal

Monovalente

Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




Diferencias entre los anti-TNF

Ac. Monoclonales

Tipo

Citotoxicidad mediada
por complemento

Citotoxicidad mediada
por anticuerpos

Apoptosis

Degranulacion/muerte de
neutrofilos

Potencia (Inhibicién del
TNF)

Transferencia placentaria
Otras

Eficaz en Enfermedad de
Crohn

Ac. Monoclonal,
Quimera

Si

Si

Si

Si

IC90: 5 ng/ml

Si

Ac. Monoclonal
Humano

Y

Si

Si

Si

IC90: 6 ng/ml

Si

Anti-receptor

Prot. Fusion

Si

Si
Inhibe TNFR
NO

Ac. Monoclonal
humanizado, pegilado
No

[\ [e}

\'[o)
\'[o)

IC90: 0,4 ng/ml

imenor?

Si

Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




« Certolizumab pegol es un fragmento Fab“
humanizado pegilado de un mAb anti-tnf alfa.

e Su estructura confiere ciertas peculiaridades:
— Reducir la inmunogenicidad

— Reducir efectos toxicos mediados por la region Fc
del anticuerpo.

— Buena biodisponibilidad tras la administracion
subcutanea (80%).

— Preferencia por tejido inflamado.

Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.




GRACIAS POR SU ATENCION

Nota: Certolizumab pegol es un producto no comercializado en Espafia Congreso Nacional de la SEFH.
Zaragoza, 23 de Septiembre de 2009.
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