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Resumen

La sensibilidad de las nuevas técnicas de diagnéstico por imagen, combinadas con la
especificidad de anticuerpos dirigidos frente a dianas tumorales concretas, nos
permiten el desarrollo de herramientas de imagen biomédica equivalentes a hacer una
inmunohistoquimica in vivo de todo un tumor sin tocarlo.

Summary

The sensitivity of new diagnostic imaging techniques, combined with the specificity of
antibodies directed against specific tumor targets, allow us to develop biomedical
imaging tools equivalent to in vivo immunohistochemistry of an entire tumor without
even touching it.

http://www.sebbm.es/
HEMEROTECA: http://www.sebbm.es/ES/divulgacion-ciencia-para-todos_10/acercate-a-
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El glioblastoma es el tumor cerebral mas frecuente y letal. Ante la sospecha de que un
paciente pueda padecerlo, se realiza una prueba de imagen no invasiva. La imagen
biomédica consiste en fotografias que ayudan a los médicos a tomar decisiones. Para
diagnosticar un glioblastoma se usa principalmente la resonancia magnética. Esta técnica
proporciona una informacioén anatomica excepcional, pero no nos da més informacion, solo
un mapa de la anatomia tumoral (1). ¢Cual es el grado o malignidad del tumor? ¢Qué
tratamiento puede funcionar mejor? A veces la fotografia que nos proporciona la resonancia
puede confundir un tumor con otros tipos de lesiones, con inflamacién, edemas,
cicatrizaciones...

Necesitamos mejores imagenes y que éstas nos den mas informacién. Existen otras técnicas
de imagen mucho més sensibles como la Tomografia por Emision de Positrones, el famoso
PET. Es la técnica mas sensible y ademas, nos puede aportar informacion de la biologia del
tumor. Si marcamos una molécula con un atomo que emita positrones, al liberarse éstos se
aniquilan con los electrones cercanos, produciendo 2 fotones emitidos en la misma direccion,
pero con sentidos opuestos. Con un escaner, que consiste en un anillo de detectores y un
procesamiento informatico, obtenemos una imagen tridimensional espectacular.

Si bien esta técnica tiene un gran potencial, es una técnica que esta infrautilizada. Mas del
90% de las ocasiones se usa glucosa marcada con positrones (Fluorodesoxiglucosa). Como
en general las células tumorales consumen mas azlcar que las sanas, el PET nos permite
encontrar, por ejemplo, tumores y pequefias metastasis. Es muy Util para muchos tumores.
iMas del 30% de los pacientes con cancer cambian de régimen de tratamiento tras un
escaner PET! (2) Pero en el caso de los tumores cerebrales la imagen PET es poco eficaz
porque el cerebro consume mucho azucar (3). Necesitamos mejores imagenes para poder
sacar la maxima informacion de los tumores cerebrales.

El diagnéstico actual del glioblastoma precisa de una biopsia intracraneal o del analisis de
una muestra del tumor tras la cirugia. Hoy en dia sabemos, gracias a los avances genémicos,
gue el tumor es tan heterogéneo que muchas veces no resulta eficaz una Unica biopsia y que
éstas, ademas, pueden favorecer recidivas (4). Una biopsia consiste en esencia en coger un
trozo de tejido y analizarlo mediante analisis histoldgicos, inmunohistoquimicos y
moleculares. En nuestro laboratorio queremos hacer una especie de biopsia virtual, analizar
todo el tumor dentro del paciente sin tocarlo. La idea consiste en hacer un equivalente de una
inmunohistoquimica con el PET. Para ello estamos marcando anticuerpos dirigidos frente a
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biomarcadores tumorales con is6topos emisores de
positrones con el fin de inyectarlos en pacientes y buscarlos
con un escaner PET. Esta técnica se conoce como inmuno-
PET (5).

Para realizar un buen inmuno-PET debemos tener en cuenta
tres elementos. El primero es la diana. Idealmente debe
expresarse en el tumor pero no en tejido sano y debe
localizarse en la membrana celular para ser accesible. El
segundo elemento es disponer de un buen anticuerpo, muy
especifico y que reconozca el epitopo intacto. Podemos
alterarlo mediante ingenieria de proteinas para que su
farmacocinética y biodistribucion mejore. Finalmente, el
is6topo PET, los hay con distinta vida media y sistema de
produccion.

Para elegir la diana nos hemos convertido al dataismo y
buscamos biomarcadores en bases de datos de cientos de
pacientes mediante andlisis informéticos. Hemos encontrado
unos candidatos muy abundantes en las células tumorales,
en su membrana y que practicamente no se expresan en
tejido sano. Su expresion se correlaciona con una peor
respuesta a la quimioterapia.

Para validar estas dianas estamos generando unos
anticuerpos monoclonales frente a ellas. Usamos agentes
quelantes como la deferoxamina para unirles isétopos con
una vida media larga, como el *Zr (6). Como prueba de
concepto inyectamos estas “sondas” en modelos
xenoinjertados con células tumorales que expresan la diana y
células cuya diana ha sido eliminada por CRISPR/Cas9. Los
resultados preliminares son prometedores (6).

Los anticuerpos completos tienen una vida media larga en
sangre, eso es bueno para usarlos como inmunoterapia. Pero
no debemos irradiar a un paciente durante dias para hacerle
una foto del tumor. Para usarlo en pacientes mejoraremos la
farmacocinética y biodistribucién del anticuerpo para que
llegue mejor al cerebro (7). Mediante ingenieria de proteinas
jugaremos con sus regiones hipervariables, las responsables
de unirse al antigeno, para hacer minianticuerpos. Ademas,
emplearemos dromedarios, llamas y tiburones porque de
manera natural producen unos nanoanticuerpos que pasan la
barrera hematoencefalica y se eliminan rapidamente por via
renal.

Otra innovacién que estamos persiguiendo es la fuente de
positrones (8,9). A nuestros anticuerpos les uniremos
radioisotopos que, en lugar de proceder de atomos
generados en un ciclotrén, que requiere una instalacion del
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tamafio de una cafeteria grande, mucho personal y un
elevado coste, seran producidos en un generador de
8Ge/*®Gadel tamafio de una Nespresso, que cuesta unos
pocos miles de euros y podra ponerse al lado de cada
escaner PET. Esto nos permitira abaratar los costes y
favorecer su accesibilidad a todo el mundo.

En el laboratorio queremos desarrollar muchos de estos
anticuerpos, muchas capsulas de esta cafetera-PET.
Sofiamos con tener un portfolio de capsulas-PET que nos
permita interrogar al tumor sin tocarlo. Si eres positivo para el
café Roma y el Ristretto, mejor dar radioterapia y, si sale bien
el Arpeggio, se le trata con inmunoterapia directamente.
Adicionalmente, pretendemos afiadir otra funcionalidad a los
anticuerpos para que puedan llevar tratamientos hacia el
tumor o puedan detectarse con mas aparatos como la
resonancia magnética.

Vivimos ante la promesa-realidad de la biopsia liquida. Con
un analisis de sangre podemos ya analizar el ADN y células
liberados por un tumor. Podremos detectar un perfil de
mutaciones, analizar el inventario de alteraciones del
naufragio gendémico de un cancer y determinar si una persona
puede tener un tumor... jPero habra que encontrarlo! Algunas
pistas estan en el ADN, como el tipo de mutaciones o sus
patrones de metilacién. Tal vez la biopsia virtual pueda
ayudarnos a encontrar el cancer invisible.
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Figura. Pasos claves en el desarrollo de sondas para biopsias virtuales.
(Arriba) Para realizar una prueba de concepto generamos anticuerpos
monoclonales (mAb) muy especificos frente a los biomarcadores
determinados mediante andlisis bioinforméticos. La funcionalidad del
anticuerpo y la diana es validada en muestras de pacientes y cultivos
celulares. Posteriormente, para su uso en inmuno-PET los mAb son
conjugados con un agente quelante (por ejemplo deferoxamina, DFO) y
marcados con *Zr (t,,=78.4h). El conjugado mAb-DFO®Zr es inyectado en
modelos xenoinjertados y se adquieren imagenes con un escaner PET a
diferentes tiempos para determinar la cinética.

(Centro) Una vez validada la diana y el anticuerpo, miniaturizamos el mAb
para mejorar su farmacocinética y biodistribucion. Esta fase se realiza
mediante ingenieria de proteinas combinando distintos dominios de las
regiones variables de los anticuerpos (dominios VH y VL). Estos derivados de
anticuerpos se eliminan mas rapidamente de la circulacién y permiten una
adquisicion mas temprana. Favorecen también el uso de radioisétopos
producidos en un generador de **Ge/®*Ga (*Ga ty,=1.1h). Este generador es de
pequefio tamafio, como el de una cafetera Nespresso.

(Abajo) En el laboratorio queremos desarrollar muchos de estos anticuerpos,
un portfolio de cépsulas-PET para esta cafetera PET que nos permitan
interrogar al tumor sin tocarlo. La fotograﬁa muestra una imagen de una
biopsia virtual con una sonda mAb-DFO™®Zr frente a una diana localizada en
la superficie de células de un glioblastoma humano xenoinjertado en un ratén.
Reconstruccién en 3D de un inmuno-PET (color). Para disponer de
localizacién anatémica mas precisa se combina con una imagen obtenida por
tomografia axial computerizada
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