eee immunterapi

Ny precisionsmedicinsk

Pé senare ar har det gjorts stora framsteg i utvecklingen av nya framgéangsrika immun-
terapier for att behandla cancer. Sa kallad CAR-T-cellbehandling och behandling med
antikroppar dr tva typer av méalriktade immunterapier som har revolutionerat delar av
cancervarden. Men dn kvarstar stora utmaningar med att identifiera proteiner pa cancer-
cellers yta som mal fé6r immunterapier. Har beskriver professor Mattias Belting vid
Lunds universitet sin forskargrupps arbete pa detta hégintressanta omrade.

mmunterapier har revolutionerat be-
I handlingen av flera cancertyper och

kan redan idag i vissa fall bota patien-
ter med avancerad sjukdom. Gemensamt
for immunterapier med CAR-T-celler
och antikroppar, i synnerhet antikropp-
drog-komplex (eng. antibody-drug-com-
plex, ADC) och antikropp-radionuklid-
komplex for radioimmunterapi (RIT), ir
att de riktar sig mot specifika mal-
proteiner som uttrycks pa ytan av tumor-
celler'®. Tumérytantigener integrerade
med plasmamembranet ir dirfor hogin-
tressanta mal for immunterapier vid can-
cer (Figur 1). Pa senare ar har det gjorts
stora framsteg i utvecklingen av metoder
for design av smartare CAR-T-celler och
antikroppar. Den stora utmaningen ar
att uttrycket av tumorytantigener skiljer
sig t mellan tumérer, men 4ven inom
samma tumor. Vidare forindras uppsitt-
ningen ytantigener under tumorens evo-
lution, framfdrallt som svar pa stressfak-
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Pa senare ar har det gjorts stora
framsteg i utvecklingen av metoder

for design av smartare CAR-T-celler och anti-
kroppar. Den stora utmaningen ar att uttrycket
av tumorytantigener skiljer sig at mellan
tumorer, men dven inom samma tumor.

torer i mikromiljon, sisom hypoxi och
acidos*®. Onkologisk behandling med
cytostatika och stralbehandling som se-
lekterar fram behandlingsresistenta cell-
kloner utgor ytterligare en viktig evolu-
tionir mekanism som ritar om tumorens
ytantigenlandskap. Det finns saledes ett
stort behov av nya strategier som med
hég precision kan identifiera tillgingliga,
behandlingsbara tumérytantigen pa in-
dividniva.

UTVECKLAT NY TEKNOLOGI

Aven om framstegen inom DNA- och
RNA-sckvensering mojliggjort trans-
kriptionell tumérprofilering med hég
upplosning och kinslighet, utgor den
svaga korrelationen med det faktiska ut-
trycket av proteiner en uppenbar, be-
grinsande faktor. Vidare innebir proteo-
mikbaserade metoder for analys av hela
tumérbulken férlust av spatial informa-
tion och begrinsad sensitivitet for ligut-
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Figur 1. SURFME: In silico filter for ytproteomet. A) Baserat pa tillgdngliga databaser (Gene Ontology, Uniprot) samt en genomgang av PubMed
konstruerades ett filter for klassificering av membranintegrerade proteiner med en extracelluldr doman. Dessa proteiner (n=3317) utgor den
teoretiska repertoaren av éveruttryckta tumorytantigen som mojliga mal fér immunterapier.

B) TS-MAP,Tumor Surfaceome Mapping: Tekniken baseras pa reversibel kemisk inméarkning av ytproteomet (6vre bilden) respektive den fraktion
av ytproteiner som transporteras in i cancercellen genom endocytos (nedre bilden; pilen markerar en ca 150 nm stor endocytisk vesikel visualiserad
med super-resolution konfokal fluorescensmikropskopi). Ytproteiner med hég endocytosaktivitet ar intressanta mal for antikropp-drog-komplex

(ADC) och antikropp-radionuklid-komplex.

tryckta, hydrofoba ytproteiner integre-
rade med cellens lipidmembran. Det dr
dirfor angelaget att utveckla tekniker
som anrikar membranuttryckta ytpro-
teiner och samtidigt sorterar bort sté-
rande signaler frin hoguttryckta intra-
cellulira proteiner samt proteiner i extra-
celluldrt matrix. I syfte att mota dessa
utmaningar har undertecknad, professor
i onkologi vid Lunds universitet, och
overlikare i onkologi vid Skanes Univer-
sitetessjukhus, och min forskargrupp
under senare ar utvecklat en ny tekno-
logi, ”Tumor Surfaccome Mapping, TS-
MAP”>¢. TS-MAP mojliggor direkt
analys av tillgingliga tumorytantigen i
intakt tumérvivnad frin patienter (Fi-
gur 2). En specifik férdel med TS-MAP-
teknologin ir dels att den ger en heltick-
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ande bild av ytantigen som uttrycks pd
cancercellers yta, men ocksa funktionell
information om de specifika ytantigen
som har en hog kapacitet att ta sig in i
cancerceller. Detta dr angeldget, eftersom
de just nu mest intressanta, antikropps-
baserade likemedlen inom onkologin
bygger pi kombinationen av en mélsé-
kande antikropp, som kinner igen tu-
morytantigenet, kopplade till intracellu-
lirt verkande substanser (cytostatika,
radionuklider, terapeutiska nukleinsy-
ror). Behandlingsprincipen kan siledes
liknas vid en malstyrd missil med for-
méga att specifike leverera en toxisk last
till cancercellerna med begrinsade syste-
miska effekter och skador pa intilliggan-
de, frisk vivnad’.

FOKUS PA GLIOBLASTOM

Hittills har gruppen, i samarbete med
neurokirurger i Lund, fokuserat pa den
vanligaste och allvarligaste formen av
malign hjarntumar, glioblastom, for vil-
ken det idag saknas effektiva behand-
lingar. Trots multimodal behandling
med kirurgi, strilbehandling, cytostati-
ka och tumor treating fields finns ingen
mojlighet till bot®. Patientgruppen som
helhet har en medianéverlevnad pa 12—
15 méanader. TS-MAP-teknologin utvir-
deradesien pilotstudie med 10 patienter
med aggressiva hjirntumorer, inklusive
glioblastom. Resultaten visade en stor
variation av tillgingliga ytantigen mel-
lan patienttumorerna. Variationen i pro-
teinuttrycket var oberoende av etablera-
de, histopatologiska tumorfaktorer. Re-
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Figur 2. TS-MAP i intakta patienttumorer. Tillsammans med SURFME, mojliggdr TS-MAP-tekniken global kartldggning av tillgdngliga tumor-

ytantigen i intakt vavnad fran patienter. Ytproteomet och det endocyterade ytproteomet (se Figur 1) marks in och affinitetsupprenas fran intracellu-

|&ra proteiner och proteiner i omgivande stroma for vidare analys med avancerad masspektrometri. Identifierade proteiner valideras i tumorvavnad
med olika metoder for immunprofilering (FACS, immunhistokemi) och selekteras for funktionella behandlingsstudier med ADC och CAR-T-celler.

sultaten ger saledes starkt stod for beho-
vet av avancerade teknologier som kart-
ligger mojliga behandlingsmél pi
proteinniva samt pa individniva. Studi-
erna har gett flera, metodologiska insik-
ter for framtida forskning inom
omradet. Primira tumérceller frin pa-
tientvivnad visade sig fundamentalt
dndra sitt ytlandskap nir de togs ur sin
naturliga, tredimensionella milj6 for od-
ling under konventionella, tvddimensio-
nella forhallanden. De metoder som ti-
digare utvecklats for att identifiera ytan-
tigen eller selektera fram antikroppar
riktade mot tumorceller anvinder i stor
utstrickning 2-dimensionella cellmo-
deller®*, vilket enligt de aktuella studi-
erna ger en missvisande bild som inte
iterspeglar situationen i patienttumorer.

’ Precisionsmedicin inom immun-
terapi av cancer ar ett lovande, men
ocksa mycket utmanande omrade. De aktu-
ella studierna pekar pa moéjligheterna med
och behovet av individspecifika strategier for
bred kartlaggning av variationen av tumor-
ytantigen i enskilda patienttumorer.

Med dessa insikter vidareutvecklar nu  ytantigener som 6veruttrycks av “stress-

gruppen TS-MAP-teknologin for mer  taliga” cellkloner med god anpassnings-

avancerade tredimensionella ex vivo-mo-
deller som bittre aterspeglar maligna tu-
morers mikromiljo. Pigiende studier
syftar bland annat till att identifiera

forméga till hypoxi och acidos, men dven
for strilbehandling och cytostatika.
Stressanpassade tumérceller dr invasiva
och ofta resistenta mot alla former av
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tillgingliga cancerbehandlingar. I innu
opublicerade studier har gruppen iden-
tifierat flera dveruttryckta tumérytanti-
gen i stressresistenta cellkoner som mj-
liga kandidater f6r vidare likemedelsut-
veckling.

UTMANANDE OMRADE

Precisionsmedicin inom immunterapi av
cancer ir ett lovande, men ocksa mycket
utmanande omride. De aktuella studi-
erna pekar pa mojligheterna med och be-
hovet av individspecifika strategier for
bred kartliggning av variationen av tu-
mérytantigen i enskilda patienttumarer.
TS-MAP ir kompatibel med firsk tu-
mérvivnad samt sfiroider och organoi-
der frin primira patienttumérkulturer
som ger en god representation av den on-
kogenetiska multiklonaliteten och trans-
kriptionella mingfalden i maligna tu-
morer. Framtida studier syftar dven till
att belysa hur den onkogenetiska profi-
len och spatiala celldistributionen sam-
verkar for att forma tumdrytantigen-
landskapet i glioblastom och andra so-
lida tumérer.

Sammanfattningsvis har gruppen
ctablerat en metodplattform, TS-MAP,
som ir allmint tillimplig for global
kartliggning av tumérytantigener som
mdjliga behandlingsmal for individan-
passad immunterapi av solida tumérer.

Fotnot: Studien har finansierats av Ve-
tenskapsridet, Cancerfonden, Barncan-
cerfonden, ALF, EUs Horizon 2020
CanFaster, Fru Berta Kamprads Stiftel-
se, Sjobergstiftelsen, SUS donationsfon-
der, samt en donation frin Viveca Jepps-
son, och gjorts i samarbete med Bio-MS,
samt Uppsala universitet.
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