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Ny metod
upptacker fler
antikroppar

En ny férbdttrad metod for att upptdcka nya antikroppar fér behandling av exem-
pelvis cancer har tagits fram vid Lunds tekniska hogskola i samarbete med Biolnvent
International AB. Tekniken skapar stora mojligheter att hitta ménga fler antikroppar
dn tidigare. Redan nu har metoden resulterat i en ny antikropp for behandling av
leukemi som nu befinner sig i klinisk prévning pa ménniskor. Har ssammanfattar
forskaren Anne Ljungars den nya kunskapen pa det hégintressanta omradet.

ntikroppar ingar naturligt i vart
Aimmunfbrsvar dir de bland an-

nat skyddar oss genom att iden-
tifiera och oskadliggora infekterade el-
ler sjuka celler, sasom cancerceller.
Detta gor antikroppen genom att binda
specifikt till olika receptorer pa ytan av
malcellen och direfter antingen déda
cellen direkt genom att inducera apop-
tos eller genom aktiveting av andra im-
munceller, sa kallade effektor-celler
som i sin tur dodar malcellen. Dessa
egenskaper hos antikroppar utnyttjas i
antikroppslikemedel vilka anvinds
framgangsrikt for behandling av
manga olika sjukdomar inklusive can-
cer. Att forutspa vilka receptorer som
limpar sig for antikroppsutveckling ér
dock inte helt litt vilket har resulterat i
att det utvecklas manga antikroppar
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mot nagra fa malstrukturer'. Det be-
hovs saledes metoder for att identifiera
antikroppar mot nya malstrukturer och
signalvigar for att kunna ta fram annu
fler antikroppsldkemedel och forbittra
dagens cancerbehandling.

LETAR FORUTSATTNINGSLOST

Traditionellt anvinds en target-baserad
strategi for att ta fram antikroppslike-
medel didr man utgar frin en hypotes
att antikroppar mot en viss receptor,
ett target, kan paverka sjukdomsbilden.
Men potentiellt kan alla receptorer som
ar uppreglerade eller utrycks specifikt
pa malcellen jamfort med friska nor-
mala celler anvindas f6r behandling
med antikroppar. Dirfoér anvinder vi
en funktionsbaserad fenotypisk stra-
tegi, F.LI.LR.S.T'TM, dir man letar efter

funktionellt aktiva antikroppar férut-
sattningslost (Figur 1). Vilka antikro
par binder till malcellen men inte ti
friska‘celler och kan till exempel d6
en tumorcell? Efter att dessa antikro
par har identifierats genom olika fun
tionella tester bestimmer man Wilk;
ceptorer de binder till. Vi letar allt
samtidigt efter antikroppar och targets.
Det finns studier som visar att fler ny:
targets hittas for smamolekylaralake-
medel om man anvinder ett sadant hat
fenotyMllvﬁgagﬁngssﬁtt 3
get-baserad strategi’. Swi

har bidragit till att 6ka intr
anvinda en fenotypisk strategi aven for

framtagning av antikroppar (For en
summering se Minter et al’). Férhopp-
ningen 4r att pa sa sitt hitta flera nya
antikroppar och targets.



Target-baserad strategi

Malcell med En utvald receptor
receptorer pa malcellen

Val av target
for antikropps-

identifiering :
generering

Figur 1: Schematisk bild 6ver hur antikroppslakemedel kan tas fram *d tva olika'strategier. | en fenotypisk strategi letar man efter anti-
kroppar mot en hel cell. Isolerade antikroppar analyseras och sedan bestams vad de funktionellt aktiva antikropparna binder till. | en target-
baserad strategi isolerar man antikroppar mot ett target som tros vara viktigt for sjukdomen. Darefter analyseras antikropparna funktionellt.
(Bilden ar modifierad fran Ljumgars 2019°). . .
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Figur 2: Schematisk bild 6ver hur vi har selekterat fram antikroppar mot KLL-cancerceller. KLL-
cancerceller och celler fran friska individer blandas med vart fag-display-bibliotek. Icke bindande
fager och fager som binder till celler fran friska individer tvattas bort. KLL-cancercellerna med
bindande fager sparas och de KLL-bindande fagerna isoleras och amplifieras. Denna pool av
fager anvands sedan for en andra selektionsrunda. Efter cirka 3 upprepade rundor testas en-
skilda antikroppar. (Bilden &r modifierad fran Ljungars et.al 2018°).

Det forsta steget ar att blanda anti-

kroppsbiblioteket med malceller och
nagon celltyp som man inte vill ha nagon
reaktivitet mot, till exempel cancerceller

kontra friska celler.

En teknik som kan anvindas for att
ta fram helt humana antikroppar ir se-
lektioner av antikroppar fran fag-dis-
play-bibliotek?, som kan innehalla
manga miljarder olika antikroppar mot
alla typer av targets. I dessa bibliotek
anvinds fager for att skapa en link
mellan antikroppens genotyp (DNA-
koden som sitter inuti fagen) och feno-
typ (det bindande antikroppsproteinet
pa utsidan av fagen). Det forsta steget
ir att blanda antikroppsbiblioteket med
malceller och nagon celltyp som man
inte vill ha nagon reaktivitet mot, till
exempel cancerceller kontra friska cel-
ler. T ndsta steg fiskas malcellerna med
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alla bindande antikroppar ut. Pa detta
sitt kan man i teorin hitta antikroppar
mot alla uppreglerade receptorer pa
malcellens yta. Proceduren upprepas
sedan flera ganger innan ett litet antal
av de anrikade antikropparna testas.
Eftersom man samtidigt far reda pa
antikropparnas DNA-sekvens kan de
intressanta antikropparna sedan tillver-
kas och testas funktionellt (Figur 2).

FRAMGANGSRIKT MOT KLL

Genom att kombinera fag-display med
en fenotypisk strategi har vi selekterat
fram antikroppar som binder till can-
cerceller fran patienter med kronisk

lymfatisk leukemi, KILLL, men inte till
celler fran friska individer. Dessa anti-
kroppar utvirderades sedan med avse-
ende pa hur bra de var pa att doda
KLL-cancerceller genom att inducera
programmerad celldéd eller NK-cells-
medierad celldod. Direfter identifiera-
des att antikroppar mot sex olika tar-
gets: CD21, CD72, CD23, HLA-DR,
CD200 eller CD32 hade hittats. De
mest intressanta antikropparna band
till tre av dessa targets: HLA-DR,
CD200 eller CD32 och dessa antikrop-
par var mer potenta in den idag ofta
anvinda CD20-specifika antikroppen
rituximab nir det giller att doda KLL-
celler (Figur 3). Antikropparnas effekt
konfirmerades med experimentella
djurmodeller’. Vidare karaktirisering
visade att antikroppar mot en av dessa
malstrukturer, CD32, hade en férmaga
att motverka och 6verkomma cancer-
cellers resistens mot rituximab®. En av
dessa antikroppar, BI-12006, utvecklas
av Biolnvent for behandling av rituxi-
mab-resistent B-cellslymfom och testas
for ndrvarande i kliniska studier
(NCT02933320 and NCT03571568).
Aven om det tidigare var kint att
CD32b uttrycks pa bland annat B-cel-
ler hade inga antikroppar mot detta tar-
get utvecklats eller testats for behand-
ling av patienter med KLL eller
B-cellslymfom. Detta visar hur en
funktionsbaserad fenotypisk strategi
kan hjilpa till att identifiera nya mal-
strukturer och verkningsmekanismer
som tidigare inte har férknippats med
progression i en viss sjukdom.

TEKNISKT UTMANANDE

Den fenotypiska strategin att samtidigt
leta efter antikroppar och targets med
hjilp av selektioner fran fagdisplay-bib-
liotek pa hela celler dr dock tekniskt ut-
manande. Under selektionsprocessen
ir det manga olika faktorer som paver-
kar hur en fag-bunden antikropp anri-
kas. Detta resulterar i en antikropps-
pool dir nagra fa antikroppar kommer
att dominera och finnas i manga kopior
medan de flesta antikropparna kommer
att vara ovanliga och finnas i fa kopior.
Normalt testas bara de vanligaste anti-
kropparna men eftersom anrikningen
inte dr relaterad till antikropparnas
funktion dr det viktigt att hitta manga
olika typer av antikroppar, dven de mer



eee |dkemedelsutveckling

Apoptos inducerande
antikropp

KLL-cancercell

PCD (normaliserad till negativ kontroll)

¢ 7 © HLA-DR
-y rituximab P
o i ® cD23
L ® cD200
: ® CD72
1 ® CD21
20 - :.
° @
e® |
° | ®
[ ]
o |
1 [ ] [}
[ ]
i :o‘ °
1
[ ] ; y
_‘____.+ ___________________ rituximab
1
o © © ‘ ; ;
30 40 50

NK-cell

ADCC inducerande antikropp

KLL-cancercell

Figur 3: KLL-specifika antikroppars férmaga att doda KLL-cancerceller med hjalp av NK-celler (ADCC antibody dependent cellular cytotoxicity) eller
formaga att inducera programmerad cellddd (PCD). | bada forséken binder antikropparna till KLL-cancerceller. Darefter inducerar de celldod direkt,
PCD, eller aktiverar NK-celler som i sin tur dodar KLL-cancercellerna, ADCC. Antikropparna ar fargkodade baserat pa vilket target de binder till och
data dr normaliserat till en negativ kontrollantikropp. Véarden for den CD20-specifika antikroppen rituximab, som ofta anvands for behandling av
KLL &r med som jamforelse. (Bild fran Ljungars et al 2018°.)

ovanliga, och utvirdera dessa funktio-
nellt. For att kunna griva djupare i be-
fintliga antikroppspooler kan metoder
for att forhindra att redan kidnda anti-
kroppar eller targets aterfinns anvin-
das. Ett annat sitt att hitta ovanliga
antikroppar i en pool innefattar att
man anvinder sa kallad next-genera-
tion-sequencing, NGS'. Med hjilp av
dessa metoder for att hitta ovanliga
antikroppar har antikroppar mot nya
targets, som inte hittades pa traditio-
nellt sitt, identifierats®. Tillsammans
med den fenotypiska strategin kommer
detta att vara viktigt for utvecklingen
av framtida antikroppslikemedel efter-
som det mojliggor att nya antikroppar
och targets hittas.
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