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Ny analysmetod for att visa pa risk och effekt vid

immunterapi

I en ny studie visar forskare vid Uppsala universitet, Akademiska sjukhuset och Immu-
need AB skillnader i hur antikroppen rituximab interagerar med blod fran friska per-
soner jamfort med patienter med kronisk lymfatisk leukemi. Nu vdacks hopp om att
analysmetoden ska bana vég for viktiga genombrott inom immunterapeutisk forsk-
ning och vard. Den senaste kunskapen fran detta hogintressanta féalt beskrivs hir av
forskarna Mattias Mattsson och Sara Mangsbo.

ihar i en nyligen publicerad artikel' beskrivit anvin-
Vdandet av en ny analysmetod (loopmodellen) som

en i framtiden potentiellt mojlig metod att virdera
anti-tumoreffekt samt risken for bieffekter vid immuntera-
pier.

Malriktade antikroppslikemedel har sedan mer dn 20 ar
anvints inom onkologi/hematologi och deras anvindnings-
omrade, och antalet nya antikroppar ¢kar stadigt. Initialt
utvecklades likemedel som riktades mot tumorceller och
dess ytproteiner, vilket leder till cellavd6dning genom
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ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity) och CDC
(complement-dependent cyotoxicity). Idag anvinds ocksa
antikroppar for att malsoka immunceller och aktivera im-
munforsvaret genom att blockera negativa reglermekanis-
mer. Exempel pa detta dr antikroppar mot check-point-mo-
lekyler (PD1/PDL1 eller CTLA-4) som foérhindrar en ne-
gativ inhibering av immunforsvaret>’. En annan mekanism
ir agonistiska antikroppar som aktiverar receptorer inom
tumornekros-receptorfamiljen (TNFR) som stimulerar vart
immunforsvar®*,
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CD20, som malsoks av tituximab, uttrycks bade pa fris-
ka B-celler och maligna tumérceller. Rituximab 4r ocksa
den antikropp som alltsedan godkinnandet 1997 fatt storst
anvindning inom onkologi/hematologi. Fran att ha utveck-
lats for att behandla hematologiska sjukdomar har anvind-
ningsomradet vixt och idag behandlas bland annat dven ett
stort antal patienter med olika typer av autoimmuna sjuk-
domar’. Infusionstelaterade reaktioner dr vilkdnda och van-
liga, och en klinisk riskvirdering (tumorborda, 6vrig sjuk-
lighet mm) gors fore behandlingsstart. Trots det foreligger
en stor individuell skillnad i biverkningar av behandlingen.
Behandlingseffekten varierar ocksa fran patient till patient.

ANALYSERAR SAKERHET OCH EFFEKT

Vid utvecklande av monoklonala antikroppar genomférs en
utvecklingsfas, innan de fors in i kliniken, under vilken
bade sikerhet och effekt analyseras. Antikropparnas effek-
ter/bieffekter beror inte enbart pa typen av malcell utan
ocksa pa hur deras konstanta del utformas. Vid tumérbe-
handling designas antikroppar vanligen med en IgG1 typ,
detta pa grund av att IgG1 leder till en lang halveringstid,
men ocksa for att sikerstilla att antikroppen kan aktivera
kaskadsystem (komplementsystemet) och receptorer i det
medfédda immunforsvaret, de sa kallade Fe-receptorerna.
Dessa receptorer finns pa de sa kallade Naturliga Killer-
cellerna (NK-celler) men ocksa pa monocyter, makrofager,
B-celler och neutrofiler. Fc-receptorerna finns i olika format
och mingder pa olika immunceller. NK-cellerna kan akti-
veras nir en antikropp har dekorerat en cellyta och genom

, , Vid utvecklande av

monoklonala anti-
kroppar genomfors en ut-
vecklingsfas, innan de fors in
i kliniken, under vilken bdde
sdlkerhet och effekt analyse-
ras. Antikropparnas effekter/
bieffekter beror inte enbart pa
typen av mdlcell utan ocksa
pa hur deras konstanta del
utformas.

att NK-cellen binder in till antikropparna via Fe-receptorn
kan en aktivering av NK-cellen ske. Det leder till en degra-
nulering av cytotoxinerna perforin och granzym som bade
skapar lytiska porer och aktiverar programmerad celldod i
den cell som blir utsatt for degranuleringen.

I likemedelsutveckling analyseras darfor ocksa siker-
hetsprofilen av dessa antikroppar med avseende pa deras
potential att initiera cytokinfrisittning, aktivera NK-celler
(nyckelceller 1 aktiveringen av ADCC) och komplementsys-
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att forhindra en aktivering av kaskadsystemen

Blodloopar

Tillsatts av monoklonala
antikroppar/lakemedelskandidater
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Blod i cirkulation ex-vivo

Farskt blod tas fran friska individer eller fran individer med en
kand sjukdom och férs over till slangar som sétts i rorelse for
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temet. Ofta gors dessa analyser med hjilp av renade isolat
av subtyper av immunceller eller isolerade fraktioner av
komplementproteiner och inte i ett humant helblodssystem
innehallande alla viktiga immunologiska komponenter. Da
orsakerna till bieffekter 4r multifaktoriella leder detta till
stora svarigheter att forutsiga risken for effekt pa de olika
immunologiska komponenterna, och i forlingningen bi-
verkningar, baserat pa varje enskild assay.

SA KAN LOOPMODELLEN ANVANDAS
Inom organtransplantationer och vid anvindande av
kroppsfrimmande material finns sedan tidigare etablerat en
ildre och bredare analysmetod. Denna metod kan anvindas
for analys av hur blod kan forstora olika typer av avance-
rade cellterapier (IBMIR-reaktionen)® men ocksa for analys
av hur olika ytor som anvinds vid ortopediska ingrepp eller
dentologi’ kan aktivera vart medfédda immunférsvar och
dirmed skapa en inflammation vid ytan som satts in i krop-
pen. Metodiken kallas f6r Chandler-loop-modellen (inklu-
sive olika varianter), och dr en in vitro-simulering av blod-
systemet, dir bade immunceller och kaskadsystem dr nér-
varande och dir analyser av interaktioner mellan till exem-
pel ytor, terapier och blod kan genomféras.

Av intresse 4r att en vidareutveckling och validering av
loopmodellen numera gor att den kan anvindas for att ana-
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’ Metodiken kallas for

Chandler-loop-model-
len (inklusive olika varianter),
och dir en in vitro-simulering
av blodsystemet, ddir béide
immunceller och kaskadsys-
tem dr néirvarande och ddir
analyser av interaktioner mel-
lan till exempel ytor, terapier
och blod kan genomforas.

lysera hur nya typer avimmunterapier kan paverka bade vart
medfoédda och adaptiva immunforsvar, da med avseende pa
hur behandlingen paverkar immuncellerna och kaskadsys-
temen®". Det unika dr att vidareutvecklingar av just Chand-
ler-loop-modellen, férutom att ge en bred bild av ovan-
nimnda effektorsystem, mojliggor att blod kan hallas i cir-
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kulation utan att det aktiverar koagulationssystemet, och
dirmed krivs inte en hog dos anti-koagulant som tillsatts
och provmiljon innehaller intakta nivaer av komplement-
faktorer.

, , Vi kunde (som for-
vdntat) se, att ndr
rituximab moter blod hos
[riska personer utan maligna
immunceller, forsvinner de
immunceller som uttrycker
CD20, men vi kunde ocksd
visa att detta inte foljs av
cytokinfrisdittning, aktive-
ring av komplementkaskad-
systemet, och inte heller en
aktivering av NK-celler.

UNIKT SYSTEM MED POTENTIELLT STORT VARDE
Vi har tidigare anvint den vidareutvecklade loopmodellen
for att testa om vi kan forutspa om en antikropp kan ge
upphov till ovintade biverkningar i form av cytokinfrisitt-
ning frain immunceller i blodet fran friska férsokspersoner.
I Fletcher et al. 2018 analyserade vi de kinda riskantikrop-
parna, TGN1412 (CD28-rikad antikropp), OKT3 (CD3-
riktad antikropp) samt alemtuzumab (CD52-riktad anti-
kropp) och kunde da etablera att modellen kan ge en profil
av hur dessa antikroppar aktiverar cytokinfrisittning och,
nir det giller alemtuzumab, dven dess komplementaktive-
ringsprofil. I denna modell kan dven mitas hur malceller
aktiveras eller forsvinner, beroende pa vilken antikropp
som anvints'. Detta ar unikt och av stort virde. [lustrativt
ar den katastrofala fas I-studien med CD28-riktade anti-
kroppen TGN1412 i London 2006", som visade att det ofta
krivs helt unika modeller f6r varje individuell riskantikropp
for att kunna virdera en potentiell biverkningsprofil".
Rituximab kan, som nimnts, malscka och doéda CD20-
uttryckande celler genom bade antikroppsmedierad celldod
(ADCC) och komplement-medierad celldéd (CDC). Dess
effekt och eventuella bieffekter 4r beroende av bade typ av
sjukdom, engagerade organ, tumorboérda samt andra indi-
viduella skillnader mellan patienter (alder, kon, kroppsvikt).
Dess effekter och bieffekter kan vara orsakade av bland an-
nat komplementaktivering, direkt cytokinfrisittning och
dven allergimedierade mekanismer. Rituximab ér vanligen
en siker och vil tolererad behandling men det dr vilkint att
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behandlingen kan leda till varierande grad av cytokinfrisitt-
ningsreaktioner, tumorlys samt dven (mer sillsynt) allergis-
ka reaktioner. Vidare leder behandlingen till B-cellsdeple-
tion med risk for sekundira infektionet.

For att ga vidare och studera hur effekten av rituximab
skiljer sig at mellan personer utan tumorceller i blod, jam-
fort med personer med cirkulerande tumorceller, anvinde
vi oss av loopmodellen i den nyligen publicerade studien
och inkluderade bade friska individer (n=5) samt patienter
med kronisk lymfatisk leukemi (KLLL) (n=06). Detta for att,
for forsta gangen, analysera hur denna ex vivo-blodmodell
kan ge information om indikationsspecifika immunsvar nir
rituximab moter blod'. Detta genom att jimféra cytokinfri-
sittning, komplementaktivering och B-cellsdepletion hos
forsokspersonerna.

FYND VID ANALYS MED LOOPMODELLEN

Vi kunde (som forvintat) se, att nir rituximab moter blod
hos friska personer utan maligna immunceller, férsvinner
de immunceller som uttrycker CD20, men vi kunde ocksa
visa att detta inte foljs av cytokinfrisittning, aktivering av
komplementkaskadsystemet, och inte heller en aktivering
av NK-celler. Didremot sags hos patienter med en diagnos-
tiserad KLLL-sjukdom och cirkulerande tumorceller mit-
bara immunsvar som kunde relateras till en aktivering av
ADCC och CDC med atfoljande komplementaktivering
samt dven cytokinfrisittning fran cirkulerande NK-celler.
Det forelag ocksa en signifikant variation i cytokinfrisitt-
ning mellan patienterna. Vid uppféljning efter studien har
tre av sex patienter behandlats med CD20-antikroppar (ri-
tuximab och obinutuzumab) och da utvecklat varierande
grad av CRS. Intressant nog noterades det dven anckdotiskt
att en KLL-patient, som inte hade cirkulerande NK-celler,
inte heller uppvisade nagon mitbar cytokinfrisittning i
loopsystemet och uppvisade inte antikroppsmedierad cell-
dod. Diremot uppmittes celldéd nir en monoklonal anti-
kropp som malsoker CD52 anvindes. CD52 uttrycks pa
bland annat B-celler, T-celler och monocyter.

Vidare studerade vi i loop-modellen hur olika typer av
modifierade rituximab-varianter samt blockering av CDC
och ADCC paverkade immunsvaret. Vi kunde da se att en
forsimrad komplementaktivering genom en blockering av
komplement eller genom anvindande av en muterad anti-
kropp, som forsimrande komplementaktiveringen, paver-
kade behandlingens effekt (mitt med effektmatt celldod)
negativt. Nir NK-cellernas funktion blockerades genom
att blockera Fe-receptorn CD16, skedde en forskjutning av
effekten av antikroppen fran ADCC mot CDC (celldod)
men detta gav ocksa en 6kad cytokinfrisittning vilket skul-
le kunna leda till 6kad risk for biverkningar i form av cyto-
kinfrisittningssyndrom. Denna forskjutning kan bero pa
en Okad aktivering av granulocyter som forstirks genom en
interaktion med andra Fe-receptorer sa som CD32, istillet
for CD106, alternativt en komplementmedierad granulocyt-
aktivering. For att forsta detta bittre maste ytterligare stu-
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dier genomforas. Vidare kunde vi i modellen studera for-
skjutningar i uttrycket av CD20 pa B-celler samt CD16 pa
NK-celler som en féljd av rituximabexponering mojligen
orsakad av “shaving” eller trogocytos. Vi kunde dven be-
skriva att den mingd B-lymfocyter som antikroppen kunde
avdoda varierade och att effekt och biverkningsprofil tedde
sig individspecifik.

MOJLIGT FORUTSPA EFFEKT/BIEFFEKT?

I forlingningen skulle anvindandet av loop-modellen kun-
na innebira en mojlighet att férutspa hur en patient kom-
mer att svara pa en specifik antikroppsbehandling, genom
att anvinda analysen patientspecifikt fore terapistart. Detta
eftersom mingden NK-celler, kvaliteten hos NK-cellerna
(deras cytolytiska formaga) och dven individuella skillnader
i komplementsystemets kapacitet (aktivering och inhibering
av komplementkaskaden) mellan individer paverkar be-
handlingseffekten vid antikroppsbaserad behandling.

Vidare skulle systemet kunna anvindas for att i ett
”brett” helblodssystem kunna virdera risken for upptridan-
de av bieffekter. Nagot som kan vara av virde bade i utveck-
landet av nya terapier, speciellt for att minimera riskerna for
forsokspersoner under utvecklingsfasen, och dven vid an-
vindande av etablerade behandlingar, for att virdera den
individuella risken for cytokinfrisittningsreaktioner och
tumorlyssyndrom.

Begrinsningen i var studie ligger i antal observationer
men vi tycker det dr av stort virde att ga vidare med att stu-
dera om blodloopen skulle kunna anvindas for att bade
karakterisera effekt och biverkningsprofil vid olika typer av
immunterapier i framtiden.

Fotnot, competing interests: Sara Mangsbo har grundat Immuneed
AB (www.immuneed.com) som tillbandaballer den tekniska plattfor-
men som mojliggor analyser av effekter och immunotoxicitet nér lifke-
medel moter blod/blodkomponenter. Sara Mangsbo sitter ocksa i sty-
relsen for Immuneed AB.
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