


Nytt forskningsomrade:

Bygger nya biologiska

system for att uppgradera

Syntetisk biologi dr ett nytt forskningsomrade ddr man pd genetisk vdg bygger ihop
komplexa biologiska system med nya funktioner som inte existerar i naturen. Pa sa
sdtt kan man konstruera molekyldra komponenter som ger levande celler formagan
att utfora specifika uppgifter baserat pa réatt input. Har beskriver Axel Hyrenius
Wittsten, forskare vid Lunds universitet, hur man kan programmera om immun-
celler till att mer effektivt soka upp och eliminera solida tumaorer.

art immunsystem har en enastaende féormaga
Vatt soka igenom var kropp efter sjuka celler. Nya

vetenskapliga framsteg tillater oss nu att dra
nytta av immunceller for att rikta dem och férbattra
deras féormaga att eliminera tumorceller, antingen via
administration av immunostimulerande substanser
som forbattrar en individs egen immunrespons mot
tumorceller eller omprogrammering av en viss typ av
immunceller, T-celler, for att lara dem att kinna igen
cancerceller via utvalda tumoérmarkorer. Detta har
gjort att vi nu befinner oss i ett skifte i var syn pa hur
cancetbehandling kan komma att se ut i framtiden.
Trots att sma molekyler och protein idag utgor den far-
makologiska grunden fér den behandling som an-
vands i kliniken, sa 4r vi nu vid en punkt dar vi kan
programmera om celler sa de kan detektera och elimi-
nera tumorer. Genom att anvanda den senaste tekni-
ken inom syntetisk biologi 4r det mojligt att vi en dag
kommer att ha 7allt-i-ett-cellet” som kan detektera,

- %

diagnostisera och slutligen behandla tumérer genom
mangfasetterade system som tumorceller har svart att
gardera sig mot.

MULTIDISCIPLINART FALT

Syntetisk biologi 4ar ett multidisciplinart falt i vilket
man anvinder sig av kunskaper inom bland annat cell-
biologi, signalvigar och DNA-manipulation for att de-
signa och rekonstruera nya protein eller genetiska kret-
sar, vilket ger celler nya egenskaper och féormagor. En
av de storsta framgangarna inom detta filt ar utveck-
lingen av ”Chimiar Antigen Receptor” (CAR). Denna
artificiella T-cellsreceptor (TCR) har formagan att de-
tektera definierade ytmarkorer (dven kant som anti-
gen) utan att behéva anvinda de naturliga TCR-sig-
naleringskomplexen. Genom att uttrycka en CAR i T-
celler kan man diarmed rikta dessa programmerade
T-celler mot tumor-associerade antigen for att effektivt
eliminera maligna celler. Detta har lett till enastaende
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Figur 1. Logiska grindar i CAR-T-cellsterapi. (R) For att gora en CAR mer kdnslig kan man skapa den med tvd olika antigen-igenkdannande domaner
och pa sa satt fa CAR-T-celler att kdnna igen tumorceller via tva separata antigen vilket gor det svarare for tumorceller att gomma sig fran behand-
lingen. Detta kallas for en "OR-gate”. (B) Ett satt att sarskilja maligna fran friska celler &r att ldra CAR-T-celler att endast eliminera celler som uttrycker
en angiven ytmarkor, men endast om den inte forekommer tillsammans med annan specificerad markor. Detta kallas for en "NOT-gate”. (C) For att
oka specificiteten av CAR-T-celler kan man konstruera dem till att eliminera celler endast ifall de uttrycker en kombination av tva olika antigener.
Detta gor att tumorceller kan sarskiljas fran friska celler genom en unik kombination av ytmarkérer. Detta kallas for en "AND-gate”.

kliniska framgangar genom att rikta CAR-T-celler mot den
allomfattande B-cellsmarkoren CD19 hos svarbehandlade
patienter med vissa typer av B-cells-associerad leukemi' och
lymfom®. Nyligen presenterades dven lovande data fran lik-
nande kliniska prévningar i multipelt myelom®, ddr man
istdllet valt att rikta behandlingen mot den B-cells-koppla-
de markéren BCMA. Anmirkningsvirt dr att dessa klinis-
ka responser uppnas hos patienter som slutat svara pa fler-
talet traditionella behandlingsmetoder.

Gemensamt for dessa terapier dr att de effektivt kommer
at de maligna cellerna genom att sla ut alla B-celler, friska
som sjuka, och att patienter i stort kan tolerera detta. Dess-
virre tappar eller nedreglerar ibland de lymfatiska leukemi-
cellerna uttrycket av CD19, vilket gor att de inte lingre
kinns igen av CAR-T-cellerna. For att komma runt detta
problem har nya CAR-T-cellsversioner tagits fram som kan
aktiveras av bade CD19 och/eller CD22*, den senare dr ock-
sa en B-cellsmarkor som uttrycks av leukemiceller (Figur
1A). Det har dven gjorts forsok att vidareutveckla CAR-T-
cells-behandling mot myeloisk leukemi, men detta har visat
sig svart just pa grund av avsaknaden av bra antigen som
sirskiljer leukemiceller fran frisk vivnad. Exempel pa lo-
vande markorer 4r CD93 och CD123, vilka uttrycks av mye-
loida leukemiceller men inte av friska essentiella blodcellet.
Dock uttrycker endotelceller bide CID93 och CD123 vilket
skulle orsaka oerhord toxicitet vid potentiell CAR-T-be-
handling mot dessa tva antigen. Som ett sitt att komma
runt denna problematik har logiska syntetiska system ut-
vecklats, i vilka specifika kombinationer av ytmarkorer av-
g6r om CAR-T-celler ska aktiveras eller ¢j. Detta astadkoms
genom en syntetisk receptor som kan inhibera en CAR
(iCAR) i ndrvaro av en sekundir markor, s som ett antigen
uttryckt pa endotelceller. I korthet innebir det att CAR-T-
celler aktiveras och eliminerar myeloida leukemiceller via
till exempel CD93, men som skonar endotelceller dd de ut-
6ver CD93 ocksa uttrycker en markor som ser till att iCAR
stoppar aktivering av CAR-T-celler’ (Figur 1B). Alternativt
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kan man ocksa uppna motsatsen dir det kridvs samtidig nir-
varo av tva specifika antigen pa de myeloida leukemicel-
lerna for att CAR-T-celler ska bli ordentligt aktiverande och
didrmed eliminera de maligna cellerna. Konceptuellt har
detta testats genom att dela upp de signaleringskomponen-
ter som utgor en CAR i tva olika receptorer, en riktad mot
CD13 och en mot TIM3°. Detta innebir att dessa CAR-T
framforallt inriktar sig pa leukemistamceller, som uttrycker
bade CD13 och TIM3, medan de i stort skonar normala
blodstamceller som endast uttrycker CD13 (Figur 1C).
Trots att dessa system fortfarande 4r i sin linda demonstre-
rar de mojligheten att kunna skapa de verktyg som krivs for
att bredda CAR-T-cellers kliniska framgangar i hematolo-
giska maligniteter.

SVARARE | SOLIDA TUMORER
Det har visat sig vara dnnu svarare att uppna framgangsrika
resultat med CAR-T-celler i solida tumorer. Utover bristen
av specifika tumormarkorer utgors svarigheterna hir dven
av den immundimpande miljon i solida tumorer som kraf-
tigt minskar immuncellers aktivitet. Manga studier har fo-
kuserat pa att Gveruttrycka gener vid sidan om en CAR som
har férmagan att stirka T-cellernas varaktighet och effek-
tivitet, sa som transkriptionsfaktorn c-Jurn’, eller letat efter
negativa regulatorer av CAR-T-cellsaktivitet som kan slas
ut via CRISPR/Cas9. Man har dven pavisat att man kan
imitera naturlig transkriptionell reglering av endogent TCR-
uttryck genom att integrera den genetiska sekvensen for en
CAR i det faktiska genetiska lokuset som kodar for en del
av TCR. Detta visade sig kraftigt ka CAR-T-cellers effek-
tivitet, och denna precisa genetiska integration, som dven
slar ut den endogena TCR, minskar ocksa risken for inser-
tionell onkogenes och autoimmunitet eller alloreaktivitet
fran T-cellsprodukten®.

Med syntetisk biologi kan man ocksa dra om ledningar i
cellers biologiska nitverk for att adaptera dem for specifika
och definierade behov. En av de mer lovande framgangarna



inom immunoterapi dr utvecklingen av en syntetisk Notch-
receptor (synNotch). Denna receptor bygger pa den natur-
liga Notch-receptorn, men har modifierats sa att den frislap-
per en ortogonal transkriptionsfaktor vid inbindning av en
specificerad ytmarkor. Genom att koppla detta system i T-
celler gar det nu att driva transkriptionell aktivitet av valda
genetiska element, sa som en CAR, i respons av en tumor-
associerad markor (Figur 2). Som en del av detta visade vi
nyligen att vi kunde rikta synNotch mot den tumorspe-
cifika markéren ALPPL2, och pa sitt driva uttrycket av en
CAR mot mindre specifika, men hoguttryckta, tumor-as-
socierade markorer lokalt i en tumor. Genom detta system
kunde vi effektivt eliminera mesoteliom och dggstockscan-
cer genom antigen-kombinationerna ALPPL2/Mesothelin,
ALPPL2/HER2 och/eller ALPPL2/MCAM’. Alternativt
kan synNotch CAR-T-celler riktas mot vivnadsspecifika
markorer for att forsikra sig om att en CAR endast uttrycks
lokalt i ett specifikt organ eller viss typ av vivnad. Detta har
visats genom att rikta synNotch mot proteinet MOG som
uttrycks i det centrala nervsystemet och pa sa sitt sikert ut-
trycka en CAR reaktiv mot bade EphA2 och IL13Ra2 for
att effektivt behandla glioblastom™.

UTVECKLAR SYNTETISKA NATVERK

Trots lovande resultat fran dessa prekliniska studier vet vi
att den immundidmpande miljon hos dessa tumérer troligen
dven kommer att reducera effektiviteten av synNotch CAR-
T-celler hos patienter. Men fordelen med synNotch ir att
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Figur 2. SynNotch CAR-T-celler. SynNotch dr en ny klass av syntetiska
receptorer som har férmagan att driva preciserad transkriptionell
aktivitet nar den kdnner igen och binder en specificerad ytmarkor.

Ett lovande anvandningsomrdde for SynNotch ar att 6ka specificiteten
av cell-baserad immunoterapi. Genom att designa SynNotch att kdnna
igen ett primart antigen, till exempel en tumor- eller vavnadsspecifik
markor, kan man fa konstruerade T-celler att lokalt driva uttrycket av
en CAR mot ett sekunddrt tumar-associerat antigen. Det innebar att
man kan lokalisera den cytotoxiska CAR-aktiviteten till en tumor eller
specifik vdvnad och pa satt undvika 6desdigra sidoeffekter ifall den
markéren som CAR kanner igen uttrycks av friska och essentiella
celleriandra delar av kroppen.

den dven gor det moijligt att lokalt leverera immunomodu-
lerande proteiner for att ateraktivera kroppens eget immun-
forsvar mot tumorceellerna. Min forskargrupp jobbar med
att utveckla just sadana avancerade syntetiska nitverk for
att gora designade T-celler mer motstandskraftiga i im-
mundimpande tumoérmiljéer och forlinga deras kliniska
verkningstid. Vi strivar ocksa efter att stimulera kroppens
endogena immunceller i tumoérmiljon for att pa sa sitt for-
bittra den totala effekten av den immunterapeutiska be-
handlingen.

I denna text i beskrivs endast ett axplock av alla de inno-
vationer som sker inom syntetisk biologi och immunoterapi.
Vi vet att manga hinder aterstar for att vi ska kunna gora
cellbaserad immunoterapi till en effektiv och siker behand-
lingsstrategi for ett brett spektrum av tumérer, men det gors
kontinuerligt nya framsteg. Ju mer vi lir oss fran syntetiska
system desto storre mojligheter har vi att modifiera och spe-
cialisera celler i var kamp mot cancer.
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