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Definizione



Una classe in costante sviluppo. Esempio: anticorpi.



da: convegno SIF marzo 2012



Processo produttivo

Cinque fasi principali altamente variabili 

1. CLONAZIONE e SCREENING: identificazione della sequenza
genica della proteina da produrre e inserimento di tale DNA in
un vettore plasmidico.

2. BANCA DI CELLULE MASTER: inserimento in linee cellulari per
la costituzione di un'unica banca master capace di riprodurre in
quantità la proteina.

3. FERMENTAZIONE: si espande il volume della coltura cellulare
fino a migliaia di litri e le cellule producono la sostanza
desiderata in un medium.

4. PURIFICAZIONE: rimozione, filtrazione di particelle e composti
estranei.

5. FORMULAZIONE E CONFEZIONAMENTO



Processo produttivo
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BIOREATTORE

“il prodotto è il processo di 
produzione” (Karson KL., Nature 
Biotecnol, 2005).

Processo di produzione



Bioreattore: un esempio di variabilità

+



Processo produttivo

Adattato da: T. Burkett, The Community College of Baltimore County 

Example of a 1000 L Bioreactor with an external spin filter used in the production of Remicade® 
in Malvern, PA



Difficoltà e strategie nella realizzazione

•Macromolecole in alcuni casi a struttura quaternaria.

•Generalmente caratterizzate da bassa biodisponibilità 

(di solito sono molto voluminosi).

•Trasporto sull’organo bersaglio.

•Eventuale comparsa di effetti collaterali per azione 

sistemica (es. sistema immunitario).
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Human

Chimeric

V domains

C domains

Un primo approccio 
per la riduzione della 
immunogeneticità è 
rappresentato dagli 
anticorpi chimerici, 
nei quali il dominio 
variabile murino è 
legato al dominio
costante umano. 
Esempi di anticorpi 
chimerici sono il 
rituximab e 
l’infliximab.

Dominio variabile murino

Dominio costante umano

Difficoltà e strategie nella realizzazione
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Human
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Negli anticorpi
umanizzati, la 
porzione
ipervariabile
murina è inserita in 
una Ig umana. 
L’anticorpo risultante
ha le stesse
caratteristiche di 
legame
dell’anticorpo
murino. Il primo 
anticorpo
umanizzato è stato
l’alemtuzumab.

Difficoltà e strategie nella realizzazione



Difficoltà e strategie nella realizzazione

Gli anticorpi monoclonali umani sono prodotti utilizzando topi 
transgenici o tramite la tecnica del phage display. L’adalimumab è 
un esempio di anticorpo monoclonale umano.

Da: Foltz IN et al. Circulation 2013

Difficoltà e strategie nella realizzazione



Da: Foltz IN et al. Circulation 2013



Biosimilari



La perdita della copertura brevettuale permette l’entrata sulla 
scena terapeutica dei farmaci cosiddetti “biosimilari”, medicinali 
“simili” per qualità, efficacia e sicurezza ai prodotti biologici 
originatori di riferimento e non più soggetti a copertura 
brevettuale. 
La disponibilità dei prodotti biosimilari genera una concorrenza 
rispetto ai prodotti originatori e rappresenta perciò un fattore 
importante per il mantenimento della sostenibilità economica dei 
servizi sanitari nel prossimo futuro. 

STATO ATTUALE



Scadenza copertura 
brevettuale 



...ma non scade il brevetto del processo produttivo.



Definizione Biosimilare
Medicinale, autorizzato dopo procedura registrativa in Europa, simile 
a un prodotto biologico di riferimento per il quale sia scaduta la 
copertura brevettuale. 

Problematiche nella realizzazione (pre-clinica):
1) Identificazione dei bersagli qualitativi caratterizzanti del prodotto 

biologico di riferimento;
1.1) Problema: devo usare diversi lotti del riferimento…



Problematiche nella realizzazione (pre-clinica):

2) Composizione sequenza aminoacidica:



Problematiche nella realizzazione (pre-clinica):

3) Saggi funzionali (esempio, inibizione crescita cellulare):



Problematiche nella realizzazione (pre-clinica):

4) farmacocinetica:



Problematiche nella realizzazione (pre-clinica):

5) Immunogenocità in vivo:

ADA: antidrug antiboby



Sviluppo clinico (esempio: Ab monoclonali)



Marzo 2018



Permette la misurazione delle concentrazioni sieriche di 
infliximab e degli anticorpi anti-infliximab in pochi minuti



Target: VEGF

"In assenza di vascolarizzazione,i tumori 
solidi rimangono dormienti e hanno una 
dimensione di 2-3 mm3, con dimensioni 
limitate dalla capacità dell'ossigeno e dei 
nutrienti di diffondersi nel tumore"

Folkman J. N Engl J Med 1971



…al 2007.



Target: VEGF

1. Ferrara N. et al. Nature. 1996 2. Carmeliet P. et al. Nature.1996

Il Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF) è il 
principale fattore coinvolto 
nell’angiogenesi. La tabella 
indica i principali effetti 
esercitati dal VEGF.



Target: VEGF

I VEGF esiste in 4 forme 
distinte (A,B, C e D). Il 
mediatore basilare 
dell’angiogenesi è il 
VEGF-A (isoforme 121 e 
165) che interagisce 
principalmente con il 
recettore 2 (VEGFR-2). 
Benché il VEGF leghi il 
VEGFR-1 con un’affinità 
superiore (10x) al 
VEGFR-2, il suo ruolo 
nell’angiogenesi non è 
chiaro.



Target: VEGF

da: www.journalonko.de

Bevacizumab è un anticorpo 
monoclonale umanizzato 
prodotto mediante la tecnica 
del DNA ricombinante in 
cellule ovariche murine. 
Utilizzato (in associazione) nel 
carcinoma del colon/retto, 
mammario, polmonare e 
renale. E’ impiegato (somm. 
intravitreo) anche nella 
degenerazione maculare 
senile.



Target: VEGF

van Wijngaarden P. and Qureshi SH. 

“It remains to be seen whether this therapy will have long-
term adverse effects on retinal function. Further research is 
required to clarify the comparative efficacy and safety of the 
commonly used anti-VEGF agents.”



Anti-VEGF in oftalmologia



Fischer et al. Cell, 2007

Target: PlGF

"Placental growth factor (PlGF) 
levels in plasma and tumors 
correlate with tumor stage, 
vascularity, recurrence, metastasis, 
and survival...and...is upregulated in 
cancer patients treated with 
VEGFRI … suggesting
a key role of PlGF in the angiogenic
rescue"



Meccanismi molecolari del 
PlGF

Precisazioni sulla nomenclatura:

VEGFR-1 = FLT1

VEGFR-2 = FLK1.

Ruolo nell’angiogenesi:

VEGFR-2 (FLK1)>>VEGFR-1(FLT1)



Meccanismi molecolari del PlGF

In condizioni fisiologiche 
PlGF è assente. VEGFA lega 
FLT1 e FLT1 solubile 
(sFLT1) con maggiore 
affinità rispetto a FLK1.

La condizione patologica up-
regola PlGF; questo spiazza 
VEGFA da FLT1 e sFLT1 e 
lo ʺindirizzaʺ verso FLK1 
Angiogenesi.

(VEGFR-1) (SVEGFR-1) (VEGFR-2)

1



Meccanismi molecolari del PlGF

PlGF lega FLT1 attivando la propria risposta angiogenica.

L’attivazione di FLT1 indotta da PlGF induce un crosstalk tra FLT1 e 
FLK1 amplificando la risposta di VEGFA FLK1-mediata.

≠





Anti PlGF nell’edema maculare diabetico





Ulteriori strategie dirette verso il VEGF



Aflibercept è un esempio di VEGF-Trap. Funge da 
recettore solubile di captazione che lega, con un'affinità 
maggiore di quella dei recettori nativi, il VEGF-A il PlGF
e il VEGF-B. Approvato il combinazione con chemioterapia 
nel carcinoma colorettale metastatico



Aflibercept in oftalmologia



Ramucirumab: anticorpo umano 
diretto contro 
VEGFR-2 (FLK1).
Indicazioni: in associazione con 
chemioterapici nel trattamento del 
carcinoma gastrico o adenocarcinoma 
della giunzione gastro-esofagea.



Target: HER2

Hudis .N Engl J Med, 2007

Lo human epidermal growth factor receptor type 2 (HER2), è sovraespresso
nel 20-30% dei tumori mammari. 
Dopo omo- o etero-dimerizzazione, si osserva la fosforilazione del dominio 
intracellulare tirosin-chinasico che provoca l’attivazione di un segnale di 
attivazione per diversi geni coinvolti nella proliferazione e crescita cellulare. 



Target: HER2

Hudis .N Engl J Med, 2007

Il trastuzumab è un anticorpo monoclonale ricombinante umanizzato, 
con elevata affinità di legame per la proteina HER2.



Target: HER2
Ertumaxomab: anticorpo tri-
funzionale. Collega le cellule T, i 
macrofagi e le cellule cancerose 
(interrotto).

MM-111: anticorpo bispecifico per 
HER2/HER3 che interferisce con la 
loro interazione (studi clinici in corso).

Inibitori tirosin chinasi



Target: HER2. Pertuzumab

Conclusions: Pertuzumab and capecitabine were well tolerated at all dose levels... In 
conclusion, this combination is ready for phase II testing.

Clinical Cancer Research, 2008. 

HER2 HER3

adattato da: Badache A, Hynes NE,Cancer Cell,2004

Ligando





Indicazioni terapeutiche

Tumore mammario in 
stadio iniziale e 
metastatico 



Target: recettore IL-1

Anakinra

Anakinra è una forma 
ricombinante dell'antagonista del 
recettore per l'interleuchina-1 
(IL-1Ra) endogeno, ottenuta 
tramite DNA ricombinante.

Parametri farmacocinetici:
Biodisponibilità: 95%
Emivita: 4-6 ore



Target: recettore IL-1

Induzione di PGE2
Produzione di collagenasi
Anakinra
Ricombinante
non glicosilato
della forma
umana di IL-

IL-1Ra: 
antagonista 
endogeno del 
recettore per 
IL-1



Canakinumab (Ilaris) lega 
IL-1β.
Indicazioni terapeutiche:
• Sindromi da febbre periodica
• Sindromi Periodiche Associate a 

Criopirina
• Sindrome di Muckle-Wells 
• Sindrome periodica associata al 

recettore del fattore di necrosi tumorale
• Sindrome da iperimmunoglobulinemia

D/deficit di mevalonato chinasi
• Febbre Mediterranea Familiare
• Malattia di Still
• Artrite gottosa



Target: TNF



Target: TNF

CD: malattia di Crohn
RA: artrite reumatoide
Ps: psoriasi



Target: TNF
Razionale: l’esempio dell’artrite reumatoide (AR)
1982a: IL-1 nel liquido sinoviale (LS) pz. AR;
1988b: TNF, IL-6, IL-2, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor ) in colture di LS pz. AR;
1989c: Ab-anti TNF blocca produzione IL-1

1992d: modelli animali.
a: Fontana A et al., Rheumatol. Int. 1982
b: Buchan G et al., Clin. Exp. Immunol. 1988
c: Brennan FM et al., Lancet 1989
d: Williams RO et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992



Target: TNF

Vilček J and Feldmann M, TIPS 2004



Target: TNF

Strategie



Target: TNF



Target: TNF



Target: TNF



Malattie infiammatorie Croniche Intestinali 
Morbo di Crohn e Colite Ulcerosa

Aspetti chiave:
1) Reclutamento e ritenzione dei leucociti: determinante della risposta 
infiammatoria;
2) Razionale: target potenziali; integrine, molecole di adesione 
(MAdCAM-1, ICAM-1, VCAM-1), recettori per le chemochine e 
chemochine.

MAdCAM-1: Mucosal Addressin Cellular Adhesion Molecule 1, ICAM-1: Intercellular Cell Adhesion Molecule, VCAM-1: Vascular Cell Adhesion
Molecule



• Attivazione endotelio  espressione selectine (P e E).
• Attivazione integrine. 
• Adesione stabile tramite MAdCAM-1, ICAM -1 e VCAM-1.
• Trasmigrazione (diapedesi leucocitaria).



Molecole anti-adesione
Anticorpi diretti verso specifiche porzioni della struttura delle 
integrine.

• Natalizumab: blocco α4 (VCAM-1 e MAdCAM-1). 

• Vedolizumab: inibisce specificatamente α4β7 prevenendo 
legame di MAdCAM-1 (presente specificatamente 
nell’intestino).



Vedolizumab: A Humanized, Monoclonal Antibody (mAb) 
Against 47 Integrins

Infusione iv in 30 – 60 minuti.
Approvato per colite ulcerosa e 
malattia di Crohn nei pazienti che 
hanno avuto una perdita di risposta o 
sono risultati intolleranti alla terapia 
convenzionale o alla 
somministrazione di un antagonista 
del TNFα.

N N
N N

C C

C C

CH3

CH2

CH1

VH

VL

CL

CDR3

CDR2
CDR1



Segnalati (2008) due casi di leucoencefalopatia multifocale progressiva (PML) in pazienti con 
sclerosi multipla in trattamento con natalizumab.

La PML è associata a un aumento incontrollato del virus JC nel cervello.
Il virus JC è un virus comune che infetta molte persone senza però provocare normalmente 
malattie osservabili.
Fondamentale effettuare un esame del sangue per controllare se presenti anticorpi anti virus JC. 

Il rischio di sviluppare la PML con natalizumab è più elevato:
• se nel sangue sono presenti anticorpi anti virus JC.
• se il trattamento si prolunga, specialmente oltre i due anni.
• se in precedenza ha assunto immunosoppressori. 
Se presenti tutti e tre i fattori di rischio elencati sopra, la probabilità che sviluppi una PML 
è più elevata.

Natalizumab (blocco α4) nella sclerosi multipla

F1.large.jpg



Ocrelizumab: anticorpo monoclonale umanizzato 
diretto contro cellule B CD20+ responsabili del danno 
alla mielina e all’assone che si osserva nella sclerosi 
multipla. 



da: Choi Y, Arron JR, Townsend MJ. Nat Rev Rheumatol. 2009

Farmaci biologici nell’artrite reumatoide



Da: Goldring SR, Goldring MB. Nat Med. 2007

I pre-osteoblasti secernono Wnt ed esprimono RANKL.
Wnt indirizza alla formazione di osteoblasti e regola negativamente la formazione 
di condrociti.
I pre-osteoblasti indirizzano verso il riassorbimento tramite l’espressione di RANKL.
L’attivazione di Wnt up-regola l’espressione di OPG che impedisce il legame RANK-
RANKL

RANK(L): Receptor Activator for Nuclear Factor κ B (Ligand), OPG: (Osteoprotegerina), Dkk-1: Dickkopf-1



La osteoprotegerina (OPG) è una glicoproteina inibitrice del 
riassorbimento osseo coinvolta nella regolazione della 
degradazione ossea. OPG si lega come recettore “esca” al 
RANKL e ne diminuisce la disponibilità per il recettore.



da: Whyte MP. N  Engl J  Med  2006

DENOSUMAB 

Approvato per:

•osteoporosi post-
menopausale in donne ad 
aumentato rischio di fratture;

•perdita ossea associata a 
terapia ormonale ablativa in 
uomini affetti da carcinoma 
prostatico. 



da:Kostenuik PJ. Curr Opin Pharmacol. 2005

Limitazioni farmacocinetiche all’uso di osteoprotegerina (OPG)



1/9/2016

Aducanumab ha come 
bersaglio le forme aggregate 
di beta amiloide, compresi gli 
oligomeri solubili e le fibrille 
insolubili depositati nelle 
placche.

FDA ha concesso il Fast 
Track status nel settembre del 
2016.
Ammesso al programma 
PRIME (PRIority
MEdicines) dell’Agenzia 
europea per i medicinali 
(EMA).
Giappone Fast Track status in 
aprile 2017.







L'azienda ha deciso di aggiungere 510 pazienti ai suoi due studi fondamentali per 
aducanumab al fine di contrastare la variabilità dei risultati osservata nei primi pazienti nel 
raggiungimento dell’end point primario del trial.

L’azienda si aspetta di completare l’arruolamento entro l’estate e poiché lo studio dura 18 
mesi i risultati finali per la fine del 2019 e inizio del 2020.



Un passo storico che però non rappresenta affatto la soluzione 
all'Alzheimer: approvato contro il volere del comitato indipendente 
dell'FDA, i trial clinici su cui si è basata l'immissione in commercio non 
hanno portato a risultati chiari sul reale beneficio di aducanumab.





Target: subunità α dell’interleuchina(IL)-4. 

Dupilumab: inibisce la trasmissione del segnale di IL-
4/IL-13 Approvato per: 

• trattamento dermatite atopica; 
• asma grave con 

infiammazione di tipo 2;
• rinosinusite cronica con 

poliposi nasale.



Agenti Stimolanti l’Eritropoiesi (ESA)



• Eritropoietina Alfa: breve durata d’azione somministrabile s.c. o e.v.
• Eritropoietina Beta: breve durata d’azione, somministrabile s.c. o 

e.v.
• Eritropoietina Teta: breve durata d’azione, somministrabile s.c. o 

e.v. solo ospedaliera
• Darbepoietina: intermedia durata d’azione; somministrabile s.c. o 

e.v.
• Eritropoietina beta–Pegilata (CERA Continuous Erytropoiethin

Receptors Activator): lunga durata; somministrabile s.c. o e.v.



Andexanet alfa

• Derivato ricombinante modificato del FXa. Mutazione nella 
regione catalitica (manca azione pro-coagulante). Maggiore 
affinità del FXa nativo. Coda modificata previene interazione 
altri fattori coagulazione.

Rivaroxaban
Apixaban
Edoxaban
LMWH
Fondaparinux

400 mg, IV, Bolus (30mg/min)

400 mg, IV, Bolus (30mg/min) the Infusion 4mg/min for 120min (480mg total)



Idarucizumab

Anticorpo monoclonale (Fab o 
Humanized Antibody Fragment) 
disegnato come antidoto del 
Dabigatran Etexilato. 
Approvato EMEA.

Patients received 5 g of intravenous idarucizumab, which was administered as two 50-ml 
bolus infusions, each containing 2.5 g of idarucizumab, no more than 15 minutes apart. The 5-
g dose was calculated to reverse the total body load of dabigatran that was associated with the 
99th percentile of the dabigatran levels measured in the Randomized Evaluation of Long-Term 
Anticoagulation Therapy (RE-LY) trial.


