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SAMMANFATTNING

Maligna tumorer dr ndgot som drabbar savél djur som ménniskor dver hela vérlden. Dérfor
har stora anstringningar lagts pd att kartligga mekanismerna bakom en av
nyckelparametrarna for tumortillvixt, tumodrangiogenes. Studier har visat att tumorcellerna
sjdlva kan inducera neovaskulatur genom Okat uttryck av pro-angiogena faktorer, si som
endotelial tillviaxtfaktor och angiopoeitin-2. Anti-angiogenesterapi, 1 form av olika
antikroppsderivat, riktar sig fram for allt mot de signalvdgar som involverar pro-angiogena
faktorer i ett forsok att stdvja tumorens tillvaxtresurser. Idag anvidnds frimst monoklonala
antikroppar, var for sig, tillsammans eller i kombination med kemo- och/eller strélningsterapi.
Tyvérr dr anti-angiogenesresistens dr ett vixande problem, troligen relaterat till bdde adaptiva
och inbyggda resistensmekanismer hos de tumorceller som behandlas. Ett effektivt sétt att
motverka resistens skulle vara att simultant kunna sl& mot flera mal hos tumorvaskulaturen
med en antikropp. Studier visar att antikroppar med dubbel specificitet, sa kallade bispecifika
antikroppar, kan ha storre effekt 4n kombinationen av monoklonala antikroppar med dessa
specificiteter. Annu finns dock inga godkinda anti-angiogena bispecifika antikroppar pa
marknaden d& dessa ofta har problem med produkthomogenicitet och dalig farmakokinetik
men flera befinner sig i Fas I-II. For att till fullo kunna forstd de olika anti-angiogena
terapiernas for och nackdelar krdvs dock mer forskning kring savél anti-angiogenesresistens
och de olika antikropp-formateringarnas inneboende immunologiska egenskaper.



SUMMARY

Animals and humans, worldwide, suffer from malignant tumours. Large efforts have therefore
been made to uncover the mechanisms of tumour angiogenesis, one of the key parameters
behind tumour growth. Tumour cells can induce neovasculature by up regulating pro-
angiogenic factors. In an attempt to inhibit tumour growth, anti-angioneeic agents have been
developed to target the different signaling pathways of those factors. Presently anti-
angiogenic therapies foremost use monoclonal antibodies (mAb). Either using a single mAb
species, a combination of multiple mAb species, or the two above in combination with chemo
or radiation therapy. Unfortunally, resistance to the antiangiogenic agents is an emerging
problem, most likely related to both evasive adaptation and intrinsic non-responsiveness of
tumour cells. One effective method to countervail these hurdles is thought to involve hitting
more than one target, within the tumour angiogenesis, with the same antibody. Studies show
that the tumour growth inhibiting effects of antibodies with double specificities, bispecific
antibodies, can be greater than that of combination therapy of monoclonal antibodies with the
same specificities as the bispecific Ab. As of today, due to problems mostly related to poor
pharmacokinetics and lack of product homogeneity, there are no approved bispecific anti-
angiogenic antibodies on the clinical market although several are in phase I-II clinical trials.
To fully understand the pros and cons of different anti-angiogenic therapies, and the intrinsic
immunological properties of different antibody formations, much more research is absolutely
essential.



INLEDNING

Blodkérl hos en vuxen individ é&r till stor del fardigutvecklade och angiogenes ar nidgot som
sdllan forekommer annat &n vid sarldkning, ovulering och placentabildning (Carmeliet, 2005).
Ibland kan dock vissa celler avvika fran sin forutbestimda levnadscykel och istéllet utveckla
maligna tumdrer som 1 strdvan efter ndring och byggmaterial stimulerar kdrlbddden runt
omkring att g 1 barndom. Tumdrangiogenes uppstdr (Potente et al., 2011). Syftet med denna
uppsats dr att kort beskriva tumoérangiogenes och hur man kan anvénda sig av antikroppar for
att bekdmpa fenomenet. Den dmnar dven ge viss inblick i de olika format av antikroppar som
anvinds samt fordelar och nackdelar med dessa. Jag har utgdtt fran nagra grundliggande
fragestéllningar:

e Hur fungerar anti-angiogena antikroppar?

e Hur ser de ut och hur anvénds de idag?

e Anvinds de pa djursidan?

e Vilka dr problemen, finns det hinder och kan dessa 6verkommas?

MATERIAL OCH METODER

Litteratursokningar har utforts 1 databaser, frimst i Web Of Knowledge, PubMed, och
ScienceDirect med sokord som; angiogenes, antibodytherapy, immunotherapy, bispecific
antibody, VEGF, canine, mammals samt olika kombinationer av dessa. Dessutom har manga
artiklar hittats genom kéllhdnvisningar i andra, béde original- och review-artiklar.

Avgransningar

Pa grund av utrymmesbrist tar uppsatsen ej upp antikroppsrelaterade terapier riktade mot
annat dn tumorangiogenes, undantaget dr Catumaxomab som nédmns for dess funktion. Vidare
beskrivs bara forskning frdn humansidan da jag inte funnit ndgra antikroppsrelaterade
antiangiogena preparat inom veterindrmedicinen.

LITTERATUROVERSIKT
Tumorangiogenes

I princip &r ingenting hos tumorkérl normalt, de uppvisar tydlig abnormitet 1 samtliga lager av
kérlvidggarna. Detta giller savil funktion som struktur och leder till brist pa syre, ndring och
byggstenar 1 vivnaden (Goel et al., 2011). I ett forsok att kompensera for de existerande
kérlens dysfunktionalitet reagerar tumdrcellerna med att sjdlva stimulera angiogenes i den
omgivande kérlbddden (Potente et al.,, 2011). Fordndringen karaktdriseras av ett
oncogendrivet uttryck av flertalet pro-angiogena proteiner frdn tumorcellerna dér vaskuldr
endotelial tillvéxtfaktor (vascular endothelial growth factor, VEGF) och angiopoietin-2
(ANG-2) ér av framst intresse for denna uppsats. VEGF stimulerar endotelproliferation och ér
1 praktiken en hel familj fran A till F men i denna uppsats asyftas alltid VEGF-A som édr en
forutsittning for de Ovrigas uttryck (Kerbel and Folkman, 2002). ANG-2 verkar
stabiliserande pé kérlendotel och binder in till Tie-2 receptorer (tunica internal endothelial cell
kinase 2) hos endotelceller (Schaefer et al., 2011). Overflddet av de pro-angiogena
proteinerna leder till fortsatt oorganisation av vaskulaturen f6ljt av 6kat plasmaldckage, vilket
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1 sin tur ger fortsatt niringsbrist och en ond spiral skapas. Tumorcellernas forsok att
kompensera for trasiga kérl leder bara till dn fler trasiga kdrl. Utdver att bristfalligt forse
tumorvivnaden med ndring och byggstenar forsvarar den roriga kirlbddden distributionen av
andra dmnen i vdvnaden. Den begrinsar ddrmed hogst sannolikt effekten av traditionella
cancerbehandlingar (Potente et al., 2011).

Anti-angiogenesterapi

Traditionell cancerterapi bestér av stralnings- och kemoterapi i form av cytostatika riktad mot
de onormala cancercellerna. Tumorceller dr av sin natur véldigt fordnderliga, mutationer ar
snarare en regel dn ett undantag. Att selektivt rikta in sig pd de celler som stoder tumortillvaxt
istéllet for sjdlva tumorcellerna kan vara fordelaktigt eftersom dessa dr mer genetiskt stabila
och darfor 1oper mindre risk att utveckla mutationer som leder till farmakaresistens (Kerbel
and Folkman, 2002). Kerbel (1991) visade att inhibitorer riktade mot vaskuldra endotelceller
forhindrar dem att proliferera, migrera och undvika apoptos som svar pd de proangiogena
protein som tumorceller uttrycker. Flera studier har ocksa visat att angiogenesinhibitorer kan
inducera tumorcellsapoptos genom att minska nivder av parakrina signaler fran
endotelcellerna runt tumoren. Genom att stoppa upp den skenande angiogenesen och ddrmed
minska antalet plasmaldckande kérl 6kar blodflodet och syretillforseln till vdvnaden. Detta i
sin tur gagnar distribution av andra farmaka, till exempel cytostatika, eller radiologiska
markorer (Kerbel and Folkman, 2002).

Antikroppar som terapeutiskt arbetsredskap

Idag finns fyra helt godkdnda angiogenesinhibitorer pd humansidan och flertalet dnnu ej
godkédnda preparat befinner sig i1 fas I-III forsok (Teicher, 2011). Manga av dem innehéller
ndgon form av antikroppsderivat, antingen for att binda direkt till mal proteinet eller som
béarare av ligand till detta eller radiologiska markorer. Man vill p4 denna vég inhibera pro-
angiogena signaler eller méirka ut tumorvaskulatur for annan cancerbehandling till exempel
kemo- och/eller stralningsterapi (Potente et al., 2011). Genom att anvidnda antikroppsderivat
kan man dven 1 vissa fall nyttja antikroppens inbyggda formaga att stimulera ett immunsvar i
tumorens omgivning (Ferrara and Kerbel, 2005). Utformningen av angiogenesinhibitorernas
antikroppskomponenter édr darfor essentiell for deras funktion och terapeutiska effekt.

Antikroppens struktur

Antikroppar (Ak) utsondras av aktiverade B-celler, s& kallade plasmaceller, som svar pd
immun-aktiverande antigen i kroppen. De dr idag uppdelade 1 fem olika klasser; 1gG, IgM,
IgE, IgD och IgA, vilka definieras utifrdn skillnader i deras molekyldra uppbyggnad. Alla
immunglobuliner innehéller dock i grunden en tung kedja (y hos IgG) och en létt kedja som
kan vara av typ x eller A. Den tunga kedjan avgor klasstillhdrighet och subklass. De senare
uppstér via genetisk drift i de doméner som kodar for den tunga kedjan och bendmns med
nummervirde, exempel IgG1. Subklasserna uppvisar olika typer av biologisk aktivitet och
antalet skiljer sig mellan djurslag, till exempel sd har hist sju olika IgG emedan ndt bara har
tre och ménniska har fyra. Notera dock att alla individer inom en art uttrycker alla subklasser.



I denna uppsats anvinds IgG och dess
klassiska uppbyggnad som typmodell
1 ett forsok att beskriva antikroppens
olika delar, Figur 1. Den létta kedjan
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gensekvens byts ut, i de variabla delarna. En antikropp dr normalt monospecifik och bivalent.
Det vill sdga, den kdnner bara igen en typ av epitop och kan binda in tvd av dessa samtidigt.

Figur 1. IgG

Resten av antikroppens struktur bestar av konstanta delar (constant heavy, CH/constant light,
CL). Tva andra viktiga strukturella komponenter &dr hingregionen som ger rorlighet samt Fc-
regionen. Fc-regionen binder in till receptorer pd endotelceller, lymfocyter, monocyter och
fagocyter samt komplementfaktorer i serum. Detta genererar i sin tur olika immunsvar
beroende pa receptorvdrd samt vilken typ av Fc-receptor (FcR) denna bar se Tabell 1. Fc-
receptorerna far namn efter tunga kedjan i den antikropp de binder och oftast krivs att Ak har
bundit till en epitop for att inbindningen skall kunna ske. Undantag &r bland annat FcyRn som
binder in till alla IgG oavsett om de bundit epitop eller inte.

Antikropps-stimulerade immunsvar i stora drag

e neutralisering av antigen genom bildande av immunkomplex

e aktivering av lymf- och fagocyter vilket leder till eliminering av antigen
e aktivering av den klassiska komplementvigen i serum

e antikroppsberoende-cellmedierad-cytotoxicitet (ADCC)

Vid aktivering av den klassiska komplementvdgen kréivs att flera Ak binder till samma
malcell. Vid antigenbindning konfigureras antikropparnas Fc-regioner varvid komplement C1
kan fésta in till dom och ddrmed aktiveras. Vid aktivering klyver C1 komplementfaktor C4
varvid en kaskadreaktion startar som utmynnar i1 ett komplex av proteiner vilket attackerar
malcellens membran (membrane attack complex, MAC). MAC bildar porer i cellmembranet
och avdddar mélcellen via osmotisk lys. Vad det géller mekanismerna bakom ADCC é&r dessa
dannu inte helt kartlagda. Flera av de accessoriska immuncellerna kan utdva cytotoxiska
effekter men naturliga avdodar celler (natural killer cells, NK) dr de som framst forknippas
med ADCC inom anti-angiogenesterapi (Palumbo et al., 2011). NK celler uttrycker FcyRIII



och binder in till cellytsbundna antikroppar. Antikroppen fungerar som ldnk mellan NK cell
och maélcell varvid den senare tvingas i apoptos via den yttre, medierad av CD95L/CD9S5,
eller den inre vigen med hjdlp av perforiner, granulysin och NK-lysin.

Tabell 1. Biologiska aktiviteter medierade via IgG-bindande FcR

FcR  Affinitet Effektorcell Biologisk aktivitet hos effektorcell
FcyRn hog endotelceller i muskler, vaskulatur  kontrollerar indirekt IgG nivé i serum via
och leversinusoider inhibitorisk feed back signal
FcyRI hog monocyter, neutrofiler, fagocytos, ADCC

makrofager och dendriter

FcyRIla moderat neutrofiler fagocytos, ADCC
makrofager stim. cytokinuttryck, ADCC
dendriter antigenpresentation
FcyRIIb moderat B-celler inhiberar Ak-produktion via feed back
dendriter mognad, antigenpresentation
FcyRIlc moderat dendriter mognad, antigenpresentation
FcyRIII lag granulocyter degranulering, ADCC
makrofager fagocytos, ADCC
natural killer celler ADCC

Att framstalla antikroppar

Antikroppar for medicin- och forskningssyfte utvinns traditionellt ur manipulerade
plasmacellslinjer, sa kallade hybridom. Hybridom skapas i labbet via fusion av myeloma
plasmaceller med "evigt liv" och plasmaceller som med hjdlp av immunisering skolats att
uttrycka en viss specificitet. Resultatet blir en langlivad klon av celler som alla uttrycker exakt
likadana antikroppar, sd kallade monoklonala antikroppar (mAk). Tekniska framgangar inom
molekyldr bioteknik har lett till att det idag racker med att kédnna till aminosyrasekvensen hos
en Onskad antikropp for att kunna framstélla den. Sekvensordningen talar om hur genen som
kodar for antikroppen ser ut. Genom att syntetisera DNA och dverfora detta till vektorer kan
man sedan utnyttja bakterier (med hjélp av plasmider) eller celler (med hjélp av retrovirus) att
producera den efterfrigade antikroppen. Bade hybridom och sekvensering foljt av
DNA:syntes gor att man kan massproducera Ak med samma specificitet.

Monoklonala antikroppderivat och tumorangiogenes

Monoklonala antikroppar eller delar av dessa anvinds frekvent inom olika typer av
farmakologiska behandlingar, &ven inom anti-angiogenesterapi (Teicher, 2011). De allra
flesta ér riktade mot VEGF eller fungerar som antagonister till dess receptorer, VEGFR, som
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bestar av tvd stycken tyrosin kinas receptorer, sa kallade RTKs (Ferrara and Kerbel, 2005;
Teicher, 2011). I huvudsak utgér man fran IgG1 eftersom det &r den antikropp som &r mest
forekommande i1 serum samt att IgG tack vare sin ldga molekylvikt, ca 180 kDa, kan
distribueras relativt fritt i kroppens vdvnader (Presta et al., 1997; Schaefer et al., 2011). Det
finns olika protokoll fér hur de monoklonala antikropparna anvénds, var for sig eller
tillsammans med andra typer av cancerterapier. Det dr ocksd mdjligt att kombinera olika mAk
for att sl& mot tumorangiogenes fran flera hall. Wu et al. (2007) pépekar dock att dessa
mojligheter begrinsas starkt av det lilla antalet terapeutiska mAk som finns pd marknaden
samt av det faktum att dessa troligen inte dr testade prekliniskt i kombination med varandra.
Nedan beskrivs den mAk som funnits ldngst pd marknaden.

Bevacizumab

Bevacizumab (thuMAb VEGF, Avastin®) framtagen av Presta et al. (1997) &r en
humaniserad anti-VEGF-A mAk. Presta med kollegor forde Over komplementdrt
bestimmande regioner (CDRs) fran en murin mAk riktad mot human-VEGF till en human
antikroppstomme. Gensekvenser som kodar for stommens kedjor och murina CDR sattes in i
plasmider som tillsammans uttrycktes i E. coli. Slutprodukten, med samma struktur som
IgG1, uttrycktes sedan i manipulerade dggstocksceller fran kinesisk hamster (chinese hamster
ovarie cells, CHO) efter vectortransfektion. Studier visade att antikroppen hade
farmakokinetiska egenskaper likt konventionellt IgG1 samt god effekt med avseende pa
tumorreggression. Bevacizumab godkédndes for behandling av adenocarcinom i kolon 2004
och anvdnds i1 dag dven vid behandling av flertalet andra cancertyper. Framfor allt i
kombination med kemoterapi for att underlétta for cytostatika att komma &t tumorceller samt
att gora dessa kénsligare for denna och/eller stralningsterapi (Ferrara et al., 2004; Teicher,
2011).  Det skall dock nidmnas att Bevazizumab inte &r en generellt fungerande
angiogenesinhibitor, till exempel uppvisar den ingen eller mycket liten effekt vid behandling
av brost- och pancreascancer (Teicher, 2011). Vissa negativa bieffekter i form av
hypertension och epistaxis har ocksd kunnat pévisas men da i sddan grad att de kunnat
behandlas relativt okomplicerat (Ferrara et al., 2004).

Bispecifika antikroppar, vitsen med antikroppsdesign?

Avancerade biokemiska tekniker har dppnat upp for oanade mojligheter vad det giller sa
kallad antikroppsdesign. Genom att kénna till gensekvenser for olika antikroppars strukturella
arkitektur och funktion kan man kombinera dessa for att bygga helt nya former av
immunglobuliner. Den medicinska vérlden har ldnge lockats av tanken pa antikroppar som
kan binda till flera olika ligander, sd kallade bispecifika antikroppar (BiAk), eftersom flera
olika mediatorer ofta dr involverade i patogenesen for en och samma sjukdom. Mgjligheten
att kunna blockera flera faktorer simultant och ddrmed flera signalvdgar samtidigt tros leda till
en battre klinisk effekt och 6kade mojligheter att na ut till en bredare patientpopulation (Wu et
al., 2007). Genom att tydligare kunna rikta in sig mot patologiska tillstdnd tror man att BiAk
leder till minskad systemisk cytotoxisk effekt, jimfort med mAk, samt att synergistiska
effekter kan uppstd inuti cellen och verka till terapeutisk fordel om BiAk riktas mot
cellytsbundna receptorer (Schaefer et al., 2011).



Andra fordelar med BiAk inkluderar rekrytering av effektorceller, som 1 fallet med den
godkédnda trifunktionella BiAk Catumaxomab (Seimetz et al., 2010). Catumaxomab kan
simultant binda in till CD3 hos T-celler, epiteliala celladhesions-molekyler hos tumorceller
samt till FcyR av typ 11, Ila och III. P4 sd sétt kan antikroppen ledsaga cytotoxiska T-celler till
tumoren via celladhesions-molekyler samtidigt som dess Fc-region bland annat kan binda in
till NK, dendritiska celler och makrofager. Seimetz et al. (2010) beskriver hur detta gor att
antikroppen kan utdva olika former av antitumorala effekter pa en och samma gang, det vill
sdga T-cellsmedierad lys, ADCC och fagocytos av tumorceller. Tillsammans leder de tre
attackvigarna till tumdrreggression. Det bor noteras att Catumaxomab inte &r en
angiogenesinhibitor utan endast tas upp i denna uppsats for att gestalta ett exempel pa vad
man kan astadkomma kliniskt med hjélp av BiAk.

Jag vill ocksa papeka att det 1 strikt mening inte bara dr bispecifikt ligandbindande proteiner
med klassisk IgG-struktur som bendmns bispecifika antikroppar. Begreppet rymmer dven
andra format av protein eller peptider med immunoglobulinliknande egenskaper med
avseende pd bispecifik ligandbindning, farmakokinetik och ackumulation i kroppen (Wu et
al., 2007; Doppalapudi et al., 2010).

Antikroppdesignens bakvatten

Tyvérr ar inte allt guld som glimmar. Trots att man kommit upp med flera olika designformat
vad géller BiAk de senaste tjugo aren &r det f& som natt ut pd marknaden, oftast stoppas de
upp redan pd in vitro stadiet 1 sin utveckling. Méanga av formaten har problem med
immunogenicitet, diliga farmakokinetiska egenskaper samt forlust av effektfunktioner pa
grund av att vissa av dem saknar Fc-region (Schaefer et al., 2011). De varianter av BiAk som
innehéller ldnkfragment har en tendens att forma aggregat med varandra och det finns dven
studier som visat pd BiAk med instabilitetsproblem vilket ger korta halveringstider (Wu et al.,
2007). Detta gor att det krdvs frekventa dosgivor med korta intervall vid terapeutisk
anvindning, eller att den farmakologiskt aktiva molekylen méste konjugeras till ett annat
birarprotein vilket i sin tur kan paverka dess farmakokinetiska egenskaper (Doppalapudi et
al., 2010). De flesta av problemen tros bero pa att formaten signifikant avviker fran
arkitekturen hos det naturliga IgG-proteinet (Schaefer et al., 2011).

Stravan efter det ultimata bispecifika IgG-proteinet

Schaefer et al. (2011) berittar att man redan tidigt stotte pa hinder i framstillandet av BiAk
med exakt IgG-struktur. Hindren bestér inte i att syntetisera fram antikropps-DNA som kodar
for olika specificitet i vardera arm, hindren dyker upp ndr de fyra olika tunga och litta
kedjorna skall séttas thop i den cell som translaterat dem. Eftersom féstpunkterna mellan
kedjorna ser exakt likadana ut for alla antikroppar kan tio slumpmaéssigt ihopsatta
kombinationer uppstd, vilka nédvéndigtvis inte alls behdver dverensstimma med den dnskade
BiAk:en. Nedan foljer beskrivningar av tva olika format med samma bispecificitet ddr man
tror sig ha 6verkommit dessa hinder.



CrossMab

CrossMab, framtagen av Schaefer et al. (2011) &r en BiAk med samma arkitektur och
molekylvikt som klassisk IgG1. Fordldraparet bestdr av tidigare nimnda Bevacizumab samt
mAk LC60, vilket 4r en human anti-ANG-2 av isotyp IgG1k. Genom att i DNA:t skriva in
nya fastpunkter for de tunga kedjorna samt kasta om sekvensordningen for Fab-doménerna i
den ena monoklonala antikroppens arm, VH, CH, VL och CL, har man sett till att kedjorna
teoretiskt bara kan anta en kombinationsform, Figur 2. Produkterna uttrycks sedan med hjélp
av plasmider i embryonala njurceller frdn manniska, HEK293F.

Vi Vi
c.ay V. “Cyy
Co
A ! B c

Figur 2. A) Halv mAk LC60, orginal. B) Halv Bevacizumab, orginal. C) De fyra kedjorna for
CrossMab med nya fastpunkter i de tunga kedjorna och "utbytta" variabla domdner i hogra
armens Fab-region. D) CrossMab

DNA f{or tre olika doméinkombinationer testades varav alla uppvisade en monovalent
bispecifik ANG-2-VEGF antikropp som liknar konventionell IgG1 i béde storlek och vikt.
Detta gor att den forvédntas uppvisa samma kinetiska egenskaper med avseende pa diffusion,
ackumulation och halveringstid som IgG1. Schaefer et al. (2011) valde att g& vidare med den
doménkombination didr CH och CL bytt plats med varandra dd den visade storst
produkthomogenicitet. In vivo forsok visade att ANG-2-VEGF CrossMab““" minskade
tumortillvixt med 92 %. Vilket kan jimforas med 78 %, den effekt som kombinationsterapi
av det ursprungliga monoklonala foréldraparet uppvisade. Samtliga antikroppar gavs i en dos
av 20mg/kg/vecka. Tester visade ocksa att den ordrda Fc-regionen kunde binda in till
FcyRIIla vilket dirmed ger formatet mdjlighet till komplementaktivering, neonatala Fc-
receptor interaktioner och ADCC. Notera dock att detta format & monovalent och alltsd ej
kan medverka till mekanismer som krdver antigenbindning till antikroppens béda Fab-
regioner (Schaefer et al., 2011).

CovX

CovX-242, Figur 3, framtagen av Doppalapudi et al. (2010) bygger pa en metod dér de lankar
heterodimerpeptider till monoklonala aldolas-katalytiska antikroppar (Wagner et al., 1995).
Katalytiska antikroppar induceras pa konstgjord vdg och pidminner lite om enzym da de
katalyserar en kemisk reaktion mellan sig och den ligandmolekyl de binder. Specificiteten dr
snarare riktad mot molekyler som befinner sig i ett visst dvergéngsstadie frin substrat till
produkt &n mot inerta epitoper likt traditionella Ak (Barbas et al., 1997). Detta gor att samma
katalytiska antikropp kan binda in till olika ligander forutsatt att denna befinner sig i ett visst
transitionstadium.



CovX-formatets katalytiska antikropp,

Hetero- )
dimer- anti-ANG-2 nkorotel CVX-200, dr en humaniserad IgGl,
peptid R % Proein som uttryckts via CHO-celler. Den

/ katalyserar samma typ av kemisk
%S

anti-VEGF

reaktion som aldolas och kan pa sa
satt mediera kovalent bindning mellan
tvd  kolforeningar, 1 detta fall
lankproteinet och sin egen Fab-region.
Heterodimerpeptiden bestdr av tva
kemiskt framstdllda peptider, anti
ANG-2 och anti VEGF, fastade till
varsin  dnde av ett Y-format
lankprotein  (Doppalapudi et al.,
2010). Xenograftmodeller, Colo205
adenocarcinom i kolon, i mus, ratta
och cynomolgus apa visade pa en reduktion av tumortillvixt med ca 50% vid doser pa 10-
30mg/kg/vecka. Samma modeller anvindes for att jaimfora effekten av CovX-242 och
monospecifika CovX-format (VEGF respektive ANG-2). Dessa studier visade att CovX-242
hade signifikant storre effekt &n bada de monospecifika formaten samt att effekten var likartad
den effekt som uppnds med en kombination av dessa. Samtliga antikroppar gavs i en dos av
15mg/kg/vecka. CovX-242, som &r en tetravalent bispecifik antikropp, provas for ndrvarande
kliniskt i Fas1.

CVX-200: /

katalytisk
antikropp

Figur 3. CovX-242

Anti-angiogenesresistens

Precis som 1 fallet med manga andra cancerterapier har det visat sig att tumdrer ofta blir
okinsliga mot anti-angiogena preparat vid upprepade behandlingar (Teicher, 2011). Som jag
tidigare ndmnt dr den kliniska anti-angiogenesterapin idag framfor allt ar inriktad pd att
inhibera de signalvdgar som involverar VEGF/VEGFR. Resultaten dr forvisso upplyftande
men inte den stora succé som man hoppats pa. Majoriteten av hogselektiva antikroppsterapier
har till exempel visat sig ha begrinsade fordelar for patienter med sjukdomar med multipla
mekanismer (Doppalapudi et al., 2010). Bergers and Hanahan (2008) tar upp att bade statistik
och konfirmerande studier visar att tumdrerna forvisso gar i regression men att de alltid
kommer tillbaka, och det inom bara ndgra manader.

Detta har lett till manga teorier kring mekanismerna bakom formodad anti-
angiogenesresistens. En av de vanligaste ror det faktum att de flesta av inhibitorerna &r
monospecifika och att man genom att bara stidnga av en signalvdg stimulerar tumorcellerna att
uppreglera nya kommunikationsvégar. En annan teori &r att tumorcellerna utvecklar faktisk
resistens mot sjdlva inhibitorerna genom att borja producera proangiogena faktorer av annan
specificitet. Man har dven gjort studier som indikerar att vissa tumdorceller kan utveckla
hypoxitolerans och dérfor inte &r lika beroende av angiogenesen for dverlevnad (Kerbel and
Folkman, 2002; Bergers and Hanahan, 2008; Teicher, 2011). Bergers and Hanahan (2008)
menar att sanningen om anti-angiogenesresistens dr en kombination av allt ovan och foreslar
foljande huvudlinjer med tillhdrande orsaker
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e Adaptiv resistens med hjélp av
o uppreglering av alternativa pro-angiogena signalvégar
o rekrytering av vaskuléra pro-genitor celler och pro-angiogena monocyter fran
benmérg
o Okning av titt bundna pericyter pd utsidan av tumorkirlen
o oOkad kapacitet till invasivitet utan angiogenes
e Inbyggd resistens pa grund av
o andra redundanta multipla pro-angiogena signaler
o vaskulaturskyddande inflammationsrelaterade celler runt tuméren
o hypovaskularitet
o invasivitet (metastas) i normalvaskulatur

DISKUSSION

Det ter sig uppenbart att anti-angiogenesterapin brottas med en hel del svérigheter eftersom
det ndmns 1 samtliga artiklar som ingér i denna uppsats. Problemen ser lite olika ut beroende
pé artiklarnas fokus, de monospecifika antikropparna kimpar mot resistens och de bispecifika
med funktionella- och kinetiska problem kopplade till deras struktur. For att slinga in en
brasklapp skall saklart sdgas att det inte dr tita skot emellan de tvd formaten, &ven mAk kan
drabbas av funktionella problem sévél som att BiAk kan drabbas av resistens. Dock vicker
litteraturen en del andra fragor kring anti-angiogenesterapi och de olika format som redan
anvinds eller dr pa védg ut pa marknaden.

Jag undrar till exempel hur det 4r med de mekanismer hos immunforsvaret som BiAk antas
framkalla, hur testas dessa? Fragan d&r om man bara tar for givet att sd linge formatet har en
Fc-region sa medierar det samma biologiska aktiviteter som konventionellt IgG eller om detta
faktiskt testas men inte redovisas? Undantaget, bland de artiklar jag ldst, &r CrossMabs dér de
faktiskt har undersokt mojligheterna for ADCC trots att det egentligen inte ar aktuellt 1 frdgan
om just ANG-2-VEGF, eftersom dessa ér 16sliga ligander (Schaefer et al., 2011). Det skulle
till exempel vara intressant att se studier som visar huruvida antikropparna har samma
opsoniserande effekt som konventionellt IgG1, detta géller samtliga format. Det torde vara
ganska latt att méta nivaer av accessoriska immunceller i1 ndrheten av immunkomplexen.

Vad det giller CovX-242 undrar jag huruvida de katalytiska antikropparna har nidgon som
helst biologisk aktivitet med avseende pa immunforsvar? Ingen av de tva artiklar som direkt
behandlar aldolas-katalytiska antikroppar nimner immunologiska mekanismer (Wagner et al.,
1995; Barbas et al., 1997) och inte heller Doppalapudi et al som konstruerat CovX-242. Hur
paverkar inbindningen av lankproteinet antikroppens konfiguration, fordndras den eller &r den
densamma? Studier saknas. Vi far anta att man valt att anvinda CVX-200 for att
antikroppstrukturen 1 sig inte &r immunogen och att man &r ute efter dess farmakokinetiska
egenskaper, det vill sédga 1dng halveringstid och stor diffusionsbredd. Produktionen av CovX
ar onekligen lattsam i och med att sjdlva Ak kan pre-fabriceras och farmakologiskt aktiva
substanser fistas pé i laboratoriet. De nya kombinationerna méste dock fortfarande g igenom
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samma langa prekliniska studier som andra format s det &r inte direkt sa att preparaten kan
kablas ut pa en formiddag i alla fall. Personligen tycker jag nog dessutom att méanga
terapeutiska fordelar gér forlorade om formatets inneboende formaga att stimulera
immunologiska forsvarsmekanismer ignoreras.

Fragan huruvida de anti-angiogena bispecifika antikropparna &r effektivare &n de
monospecifika mAk med avseende pa cancerterapi har sd manga nivder att den &r svar att
svara pd. Till att borja med tycks véldigt f& BiAk anvindas kliniskt idag och de som finns ér
fortfarande s& nya att ingen riktig statistik finns att tillgd. Detta dr da till skillnad mot mAk
som 1 alla fall har anvénts de senaste tio &ren och under denna period gatt ifran att anvindas
var for sig till att alltmer anvéndas i kombinationsterapier. Kanske kan det vara en klar
indikation pa att monospecificiteten inte ricker till? Jag kan séklart inte tala for alla men det
ar intressant att statistik visar hur de mAk som riktar sig mot VEGF/VEGFR kanske inte dr sd
effektiva som man forst trott. Det tycks finnas en hel del fragetecken kring vad detta beror pd
men jag dr bojd att hdlla med Bergers och Hanahan (2008) i deras uppdelning av
problematiken.

Nar det kommer till de rent farmakotoxiska skillnader som flera av de artiklar som behandlar
BiAk tar upp kan jag tyvirr bara dra slutsatser utifrén studier 1 dessa artiklar. Schaefer et al.
(2011) sédger bland annat att BiAk har en mindre systemisk cytotoxisk effekt &n mAk. Jag far
anta att de med systemisk toxisk effekt syftar pd att antikroppar inte gor skillnad pa var 1
kroppen de stoter pd sina ligander. Till exempel finns VEGF/VEGFR hos alla endoteliala
celler 1 kroppen vilket torde vara orsaken till de biverkningar som setts i samband med
bevacizumab (Ferrara et al., 2004; Teicher, 2011). Den toxiska effekten &r precis som med all
farmaka dosrelaterad. Bada de artiklar som redovisar jaimforande studier mellan BiAk och
mAKk uppvisar ett resultat som tyder pa att mindre dosgivor av en BiAk uppndr samma effekt
med avseende pd tumorregression som kombinationen av mAk av en hogre dos (Doppalapudi
et al., 2010; Schaefer et al., 2011). Detta tycker i alla fall jag borde innebéra i praktiken att
farre anti-angiogena antikroppar snurrar runt i blodet totalt och dirmed har en mindre
systemisk cytotoxisk effekt jamfort med dubbla dosen av monospecifika mAk.

S4, mAk versus BiAk, vilket dr egentligen att foredra ur resistens- och effektivitetssynpunkt?
Jag tycker att det verkar vara bevisat att tumdrvdvnaden utvecklar ndgon form av resistens
mot de monoselektiva terapierna. Gillande BiAk har jag lite svért att uttala mig om eventuell
resistens da jag inte funnit ndgon statistik Gver detta. Rent generellt kdnns det dock som att det
alltid &r béttre att attackera ett problem, i detta fall tumorvaskulatur, fran tva eller flera hall.
Sérskilt om det ena maélet helt plotsligt forvinner eller av annan anledning inte lédngre
genererar den eftersokta effekten. Exemplet med Catumaxomab visar ocksé tydligt pa vilka
fantastiska mdjligheter bispecifika antikroppar har i kliniskt arbete. Jag anser dock att storre
fokus och mer forskning behdver ldggas pa anti-angiogena bispecifika antikroppars
immunologiska aktivitet. Vidare behover anti-angiogenesresistensen kartldggas tydligare,
annars tycks det mig som att utvecklingen av nya antikroppsformat bara dr som att fortsétta
pytsa vatten genom ett lackande sall 1 tron om att det ar en hink.
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