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SAMMANFATTNING

Programmed cell death protein 1 (PD-1) &r en ko-inhiberande receptor som uttrycks pa bland
annat T-celler. Vid aktivering av T-celler leder interaktion mellan PD-1 och dess ligand, PD-
L1, till att signalering fran T-cellsreceptorn inhiberas och T-cellernas effektorfunktioner
hammas. Syftet med detta ar att verka som en naturlig broms pd immunforsvaret for att
minska vavnadsskada vid pagaende inflammation och autoimmunitet. Studier har visat att
PD-1 och PD-L1 &r uppreglerade vid cancer pa T-celler respektive tumorceller och att det ar
en mekanism som hjélper tumérer att nedreglera immunsvar riktade specifikt mot de
neoplastiska cellerna.

Flertalet studier har utforts pa humansidan dar man inhiberat interaktion mellan PD-1 och PD-
L1 genom blockerande antikroppar som binder till PD-1. Patienterna har lidit av avancerade
cancerformer och har i vissa fall svarat oerhort bra pa behandlingen. Syftet med den har
litteraturstudien ar att diskutera om de resultat som hittills framkommit pa hund kan avgora
om det & en mojlig behandlingsmetod for det djurslaget. For och nackdelar som resistens mot
behandlingen och immunrelaterade biverkningar som uppstar pa grund av en generell
immunologisk forstarkning diskuteras ocksa. For att understodja diskussionen har &ven
human forskning inom omradet granskats och presenterats.

PD-1 och PD-L1 &r uppreglerat i flera olika cancerformer hos hund, och funktionerna vid
interaktion mellan ligand och receptor samt blockering av PD-1 verkar ge samma effekt hos
hund som hos méanniska. En logisk grund for att terapin borde fungera dven pa hund finns
alltsa. De studier som hittills gjorts pa hund ar dock samtliga gjorda in vitro och fa till antalet.
Dérfor kan inga slutsatser dras om effekterna in vivo. Dessutom finns det flera problem med
behandlingen som biverkningar och den utbredda resistensen mot den. Det &r dven av stor
vikt att hitta en bra prediktiv biomarkor som kan ange vilka patienter som kan svara pa
behandlingen. PD-L1 som kandidat for detta har undersokts i flera studier men &ven patienter
som inte uttrycker PD-L1 svarar pa behandlingen. Undersokningar av alternativa biomarkorer
eller hur matningarna av PD-L1-uttryck kan optimeras behovs.



SUMMARY

Programmed cell death protein 1 (PD-1) is a co-inhibiting molecule expressed on activated T-
cells. When bound to its ligand, PD-L1, signaling from the T-cell receptor is inhibited and the
T-cell is downregulated. The normal function of this interaction is to work as a brake on the
adaptive immune system to prevent collateral tissue damage during inflammation and
autoimmunity. Both PD-1 and PD-L1 is upregulated on T-cells and cancer cells respectively,
and studies have shown that it’s a mechanism for immune evasion by tumors.

Studies of antibodies blocking PD-1 have shown some remarkable results in humans with
advanced forms of cancer. The aim of this review is to discuss whether this type of treatment
could be an alternative for dogs with cancer as well. The results seen so far from studies in
dogs are presented. Results and problems with the therapy, such as resistance and immune-
related adverse events, in human clinical trials are also presented and discussed.

In dogs, PD-1 and PD-L1 is upregulated in many types of cancer. The effects of interaction
between ligand and receptor and blocking of PD-1 seem to be the same as in humans. Based
on that, dogs should be eligible candidates for treatment with blocking antibodies. However
the number of studies investigating expression of PD-1 and PD-L1 in dogs is few and all done
in vitro. To confirm effects of treatment, studies in vivo need to be conducted. There are also
some problems with blocking of PD-1 that needs to be addressed. For example, both
resistance to the treatment and adverse side effects are common among human patients. It’s of
great importance to find a predictive biomarker to be able to identify patients that will
respond to the treatment. The expression of PD-L1 has been investigated in a lot of studies
and has shown a positive correlation between expression on cancer cells and response to
treatment. However, some patients that don’t express PD-L1 also responded to the treatment.
Investigations of alternative biomarkers or how to optimize the evaluation of PD-L1-
expression thus needs to be conducted.



INLEDNING

Immunterapi ar en behandlingsmetod som verkar genom att forstarka kroppens eget
immunforsvar. Faltet har gjort stora genombrott de senaste aren som behandlingsmetod for
cancer (Regan et al., 2016). Grunden till att tumorceller kan véacka ett immunsvar &r den
genetiska instabiliteten i tumorer samt epigenetiska forandringar, vilket paverkar tumorers
antigenicitet. Da tumarceller skiljer sig fran sina normala motsvarigheter kan de ocksa kannas
igen av immunceller. Dock har flera mekanismer upptackts som gor att tumdrceller kan
undvika eller nedreglera immunférsvaret (Drake et al., 2006).

Ett omrade inom immunterapi med spannande resultat pa humansidan &r inhiberingen av sa
kallade checkpointmolekyler vars roll r att minska aktiviteten hos immunceller. Programmed
cell death 1 (PD-1) ar ett exempel pa en checkpointmolekyl som inhiberats med hjélp av
blockerande antikroppar. Intresset for denna typ av behandlingsmetod véxer aven pa
veterindrsidan och studier for att se om det & en mdjlig behandlingsmetod for cancer hos
hund har initierats (Regan et al., 2016).

Syftet med denna litteraturstudie ar att ge en bakgrund till behandlingsmetoden genom att
beskriva PD-1:s funktion och uttryck, redovisa resultat fran kliniska studier pa humansidan,
samt att ta upp problematik med behandlingen. De resultat som hittills framkommit i studier
pa hundar redovisas ocksa och diskuteras utifran sannolikheten att denna behandlingsmetod
kan tillampas pa hundar med cancer.

MATERIAL OCH METODER

Litteratur till studien erh6lls genom sokningar i Pubmed och Web of science. Sékord som
anvants ar immunotherapy AND (cancer OR neoplasm) AND (dog OR dogs OR canine),
(PD1 OR PD-1 OR PDL-1 OR PDL1) AND (cancer OR neoplasm) AND immunotherapy,
(PD1 OR PD-1 OR PDL-1 OR PDL1) AND (dog OR dogs OR canine) och PD1 AND
(function OR action OR role OR operation). Referenser fran vissa artiklar har ockséa anvants.
Vid val av kliniska studier som inkluderats i denna litteraturstudie har fokus lagts pa studier
dar flera olika cancertyper studerats och PD-1-blockerande antikroppar anvants som
monoterapi.

LITTERATUROVERSIKT
Aktivering av T-celler

For att en T-cell ska aktiveras korrekt kravs det en antigenspecifik stimulering av dess T-
cellsreceptor (TCR) samt ko-stimulation fran antigenpresenterande celler (APC). Ko-
stimulatoriska molekyler, till exempel CD154, CD28 och CD80, tillnér B7-familjen och
uttrycks pa bade APC och T-celler. Nar T-celler bundit antigen induceras uttrycket av ko-
stimulatoriska molekyler som vid interaktion far T-cellen att differentiera. Férutom ko-
stimulatoriska molekyler finns det &ven ko-inhiberande receptorer som istallet nedreglerar T-
cellen. Dessa kallas for “immune checkpoints” och &dr viktiga for att kunna inhibera



sjalvreaktiva T-celler som tagit sig forbi selektionen i thymus, en mekanism som kallas
perifer tolerans.

CD4 uttrycks pa T-hjalparceller och regulatoriska T-celler (Treg) och gor att de kan binda till
MHC klass I1l. CD8 uttrycks pa cytotoxiska T-celler (CTL) och Treg och gor att de kan binda
till MHC Klass I.

PD-1:s utseende och funktion

Programmed cell death protein 1, PD-1, ar en “immune checkpoint receptor” som bestar av
288 aminosyror och uttrycks framst pa ytan av aktiverade T-celler. Strukturellt byggs den upp
av en extracelluldr IgV-doman, en transmembrandel och en cytoplasmatisk del. 1gV-doménen
liknar den konserverade delen av den antigenbindande delen pa antikroppar. Troligtvis
uttrycks den som en monomer pa cellytan. Den cytoplasmatiska delen innehaller ett
“immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif” (ITIM) och ett “immunoreceptor tyrosine-
based switch motif” (ITSM) som ir essentiell for PD-1:s inhiberande funktion. PD-1 har tva
kanda ligander, PD-L1 (B7-H1, CD274) och PD-L2 (B7-DC, CD273) (Bardhan et al., 2016).
PD-L1 kan dven binda till CD80 pa aktiverade T-celler och via den vagen inhibera T-
cellsaktivering och produktionen av cytokiner (Sznol & Chen, 2013).

PD-1 uttrycks pa aktiverade CD4* och CD8*-T-celler, B-celler, monocyter, natural killer-cells
(NK-celler) och dendritiska celler (DC). Interleukin 2 (IL-2), IL-7, IL-15 och IL-21 kan
inducera uttryck av PD-1 p& T-celler. PD-L1 kan uttryckas pa flera olika immunceller som
DC men aven pa flera icke-hematopoetiska celler som bland annat endotel, astrocyter, neuron,
keratinocyter, cornea, syncytiotrofoblaster i placenta, i de langerhanska celléarna och i
lungorna. PD-L2 uttrycks pa aktiverade DC, makrofager, benméargsderiverade mastceller och
mer &n 50 % av peritoneala B1-celler. Interferon-y (IFN-y) kan reglera uttrycket av PD-L1 i
icke-lymfatiska celler (Bardhan et al., 2016).

PD-1-signalering ar viktig for flera fysiologiska processer som utvecklandet av central och
perifer tolerans, utveckling av tolerans for exogena antigen i omraden som é&r
immunpriviligerade och for att minska duration och omfattning av det normala adaptiva
immunsvaret. Interaktion mellan receptor och ligand &r daven viktig vid placentabarridren
genom att undertrycka inflammationssvar mot fostret (Folkl & Bienzle, 2010). PD-1 har som
huvudsaklig funktion att minska aktiviteten hos T-celler perifert under inflammationssvar och
att hamma autoimmunitet. Grunden for denna fysiologi ar att liganderna PD-L1 och PD-L2
uppregleras som svar pa proinflammatoriska cytokiner som IFN-y och IL-4. D& PD-L1 kan
induceras pa manga celltyper som endotel och epitelceller kan samtidigt uttryck av receptor
och ligand leda till minskad kollateral vavnadsskada vid inflammation (Topalian et al.,
2012a).

Det ar framst signalering vid interaktion mellan PD-1 och PD-L1 som har studerats. PD-1 kan
enbart Overfora signaler ndr TCR &r bundet till antigen (Bardhan et al., 2016). N&r PD-1
stimuleras fosforyleras ITIM och ITSM i den cytoplasmatiska delen vilket leder till
rekrytering av Src homology 2-containing tyrosine phosphatase (Shp2). Shp2 defosforylerar



phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K) vilket leder till att Akt (protein kinase B) inte aktiveras.
Akt framjar T-cellsaktivering, proliferation och 6verlevnad. Signalering fran PD-1 stoppar
aven signalering fran TCR genom att blockera fosforylering av bland annat CD3 som &r den
signalerande komponenten i TCR. Resultatet av PD-1-stimulering blir darmed inducering av
ett antiproliferativt och pro-apoptotiskt tillstand for T-cellen. Interaktion mellan PD-L2 och
PD-1 har lett till bade positiv och negativ ko-stimulering. Alla effekter som sker vid
inbindande av PD-L1 och PD-L2 till PD-1 &r annu inte helt klarlagda (Folkl & Bienzle,
2010).

Vid sekvensering av hundens PD-1 gjordes en komparativ analys som visade 75,7 % likhet i
aminosyrasekvens med manniska. PD-L1 hade 86,2 % likhet i aminosyrasekvens med
manniska. Jamforelse av nukleotidsekvensen for PD-1 och PD-L1 mellan hundraserna
samojed, labrador retriever, japansk akita, berner sennerhund och beagle visade 100 % likhet
(Maekawa et al., 2014).

Uttryck och funktion vid cancer

Vid cancer far de fysiologiska funktionerna hos PD-1-signalvdgen en annan betydelse.
Overuttryck av PD-L1 har setts hos ett antal solida och hematopoetiska tumérer som en
mekanism for att stéra immunsvar mot tumaorer. Tumorcellerna som uttrycker PD-L1 binder
till PD-1 pa T-celler, som i franvaro av stark TCR-signalering och positiv ko-stimulering fran
aktiverade DC forsatts i ett anergiskt tillstand istallet for att kdnna igen och doda de
neoplastiska cellerna (Folkl & Bienzle, 2010). Detta sker genom att signalvégar i T-celler som
ar viktiga for dverlevnad, expansion och differentiering inhiberas hos tumdrantigenspecifika
T-celler. Resultatet blir tumortolerans genom att generering av effektor-T-celler och T-
minnesceller hdmmas. Istéllet bildas Tregs och utmattade T-celler (Bardhan et al., 2016). En
jamforelse av fenotyp hos tumdrinfiltrerande lymfocyter (TIL) jamfort med T-celler fran
normal vavnad hos 8 humanpatienter med metastaserande melanom visade en dvergripande
uppreglering av markorer associerade med utmattning (exhaustion) hos PD-1* TILs. Tester
visade dven att deras effektorfunktioner var nedsatta (Ahmadzadeh et al., 2009). Vid
behandling med en PD-1-blockerande antikropp hos 25 humanpatienter med avancerat
(metastaserat eller inoperabelt) melanom skedde en Okning av CD8* T-celler, bade dar
invasion skett och i tumorparenkymet hos grupper som svarade pa behandling. Detta tyder pa
att proliferation och infiltration skett av de T-celler dar interaktion mellan PD-1 och PD-L1
hammats. En signifikant korrelation syntes ocksa mellan minskning av tumorstorlek och en
Okning av T-cellsdensitet i biopsier efter behandling (Tumeh et al., 2014).

Uttrycket av PD-L1 p& tumorceller kan styras av flera mekanismer. Nar
tumorantigenspecifika T-celler kdnner igen antigen som uttrycks av cancerceller kommer
signalering via TCR att leda till produktion av interferoner. Uttryck av aktiveringsinducerade
regulatoriska receptorer som PD-1 stimuleras ocksa. Interferonernas syfte ar bland annat att
amplifiera immunsvaret och attrahera andra leukocyter, men de leder aven till uttryck av flera
interferoninducerbara immunosuppressiva faktorer som PD-L1. Detta &r en adaptiv process
som normalt anvands for att minska inflammatoriska svar och cancer anvénder den till sin
fordel. PD-L1 kan ocksa uttryckas via olika onkogena signalvagar men dessa ar inte ordentligt



utredda i nuldget. Interferoninducerat uttryck av PD-L1 stimuleras vid aktiva immunsvar mot
tumoren och resulterar i ett avgransat uttryck av PD-L1 i T-cellsrika omraden i tumoren,
sarskilt dar infiltrationen skett (Ribas 2015).

In vitro-studier har visat uttryck av PD-L1 i lungkarcinom, &ggstockskarcinom,
kolonkarcinom och melanom. Uttrycket var ofta fokalt utan uttryck i angransande normal
vavnad. Vid tillsats av T-celler till en tumdrcellinje som uttryckte PD-L1 genomgick fler T-
celler apoptos &n i de cellinjer som inte uttryckte PD-L1. Noterbart &r dock att i ett av dessa
forsok anvande man sig av T-celler som inte uttryckte PD-1 men &nda genomgick apoptos
vilket indikerar att PD-L1 &ven kan inducera apoptotiska signaler via en annan receptor
(Dong et al., 2002).

Immunterapi riktad mot PD-1

Eftersom uttryck av PD-L1 &r dkat hos vissa cancerformer och interaktion med PD-1 leder till
suppression av T-celler, sd ar det logiskt att blockering av PD-1 bér kunna inhibera de
bromsande mekanismer som PD-1-signalering skapar. Da bor ocksa ett immunsvar mot
cancer kunna stimuleras. Flera kliniska forsok pa humansidan har gjorts med olika
blockerande antikroppar i just detta syfte. Svar pa behandlingen har i studierna bedémts enligt
de krav som aterfinns i Response evaluation criteria in solid tumors (RECIST) 1.0 (Brahmer
et al., 2010, Topalian et al., 2012b) respektive 1.1 (Patnaik et al., 2015). Aktuella kriterier
redovisas i tabell 1.

Tabell 1. Sammanstallning av responskriterier enligt RECIST 1.0 och 1.1 (utvalda delar) (Eisenhauer
et al., 2009)

Komplett respons Alla mal-lesioner* har forsvunnit

Partiell respons Minskning pa minst 30 % av summan av diametern hos alla mal-
lesioner fran forsta matning

Sjukdomsprogression Minst 20 % 6kning av summan av diametern hos alla mal-lesioner
jamfort med den minsta uppmatta summan av detta varde (maste
aven vara minst 5 mm enligt version 1.1). Forekomst av nya
lesioner bedoms ocksa som progression

Stabil sjukdom Varken tillrdcklig minskning eller 6kning for att bedémas som
nagot av ovanstdende. Referens &r den minsta summan av
diametern hos alla mal-lesioner under studietiden

* Mal-lesioner ar de lesioner som mats for att jamfora skillnad under behandling om patienten har
mer &n en lesion. Enligt RECIST 1.0 maximalt 10 lesioner (varav maximalt 5 per organ), enligt
RECIST 1.1 maximalt 5 lesioner totalt (varav maximalt 2 per organ)

Blockering av PD-1 med antikroppen MDX-1106 (senare kallad nivolumab) utférdes pa 39
patienter med svarbehandlade, solida tumarer i en fas 1-studie. Svar pa behandlingen sags hos
1 patient med kolorektalcancer som fick en komplett respons som varade i 21+ manader och 2
patienter upplevde partiella responser, en med melanom och en med njurcellscancer. Dessa
svar varade i 3 respektive 16 manader. En allvarlig biverkning (kolit) observerades hos en
patient med melanom som fick 5 doser pd 1 mg/kg. Ovriga patienter svarade inte pa



behandlingen eller nadde inte de positiva kriterierna for respons enligt RECIST 1.0 (Brahmer
et al., 2010). En langvarig uppfoljning av de 3 patienter som svarade pa behandlingen gjordes
i en annan studie, dar man foljde dem i tre ar efter att immunterapin avslutats. Den kompletta
respons som patienten med kolorektalcancer upplevde fortsatte i tre ar utan nagra tecken pa
aterfall. Patienten med njurcellscancer fick en partiell respons som 6vergick till en komplett
respons utan terapi och som &r pagaende vid 12 manader. Den partiella respons som patienten
med melanom upplevde var stabil i 16 manader utan terapi men patienten fick sedan ett
aterfall. Behandlingen sattes in igen och nar artikeln skrevs hade patienten en partiell respons
som varat i 16 manader (Lipson et al., 2013).

Ytterligare en fas 1-studie av MDX-1106 utfordes pa patienter med avancerade, solida
tumorer dar behandling pagick i upp till tva ar. | studien deltog 296 patienter varav resultat
kunde bedomas hos 236 stycken. Antitumoraktivitet observerades pa alla testade doser. |
denna studie angavs resultat som enbart svar pa behandlingen, dar bade partiell och komplett
respons ingar. Hos patienter med icke-smacellig lungcancer sdg man svar pa behandlingen
hos 14 patienter. Aven 26 patienter med melanom och 9 patienter med njurcellscancer svarade
pa behandlingen. Av de patienter som startat behandlingen ett ar eller mer innan analys av
data var det 2 av 5 patienter med icke-smacellig lungcancer, 13 av 18 melanompatienter och 5
av 8 patienter med njurcellscancer som hade svar som varade i ett ar eller mer. Man sag inga
svar hos patienter med kolorektalcancer eller prostatacancer. Totalt 15 av 296 patienter
avslutade behandlingen pa grund av behandlingsrelaterade biverkningar och 62 patienter
avled under studietiden. Den vanligaste dodsorsaken var att sjukdomen forvarrades. De
vanligaste behandlingsrelaterade biverkningarna var trotthet, utslag, diarré, pruritus, minskad
aptit och illamaende. Behandlingsrelaterade biverkningar av grad 3 eller 4 pa en femgradig
skala observerades hos 41 av 296 patienter. Av dessa var 32 allvarliga vilket enligt definition i
studien bland annat innefattade livshotande biverkningar eller de som kravde sjukhusvard
eller medicinering. Frekvens och svarighetsgrad av biverkningarna var generellt liknande dver
olika dosnivaer. Biverkningar hanterades med hjalp av avbruten behandling och
glukokortikoider om nédvéandigt. Pneumoni pa grund av behandlingen resulterade i att 3 av
totalt 9 drabbade patienter avled (Topalian et al., 2012b).

Pembrolizumab &r en annan PD-1-blockerande antikropp som studerats. En studie av totalt 30
patienter med avancerade, solida tumorer utfordes dar antitumoraktivitet observerades vid alla
testade doser och doseringsscheman. Kompletta responser sags hos 2 patienter, en med
melanom och en med Merkelcellskarcinom, som varade i 57 respektive 90+ veckor.
Yiterligare 3 patienter med melanom fick en partiell respons pa behandlingen. Ett av dessa
fall var en partiell respons som varade i 24 veckor och sedan dvergick i stabil sjukdom. De
andra 2 patienterna avslutade behandlingen, en pa grund av hjartinfarkt som inte ansags
relaterad till behandlingen och den andra pa grund av viktminskning som méjligtvis ansags
relaterad till behandlingen. Denna patient utvecklade gastrit och behandlades med
kortikosteroider. Patienten dog 92 dagar efter att immunterapin avslutats pa grund av
kryptokockinfektion. Durationen for dessa svar pa behandlingen var 16 veckor innan bortfall
fran studien respektive 26 veckor. Behandlingsrelaterade biverkningar férekom hos 21
patienter men inga var av grad 3 eller 4. Dock fick 3 patienter avsluta behandlingen pa grund
av biverkningarna trotthet, pneumoni och viktminskning. En av dessa patienter dog senare av



kardiovaskular sjukdom som inte ansags relaterad till behandling och hade da haft ett
pagaende svar pa behandlingen i 57 veckor. Hos Gvriga patienter var basta responsen stabil
sjukdom. Immunrelaterade biverkningar forekom hos 5 patienter. Dessa var grad 1 trétthet,
erytem och hypothyroidism och grad 2 gastrit och pneumoni (Patnaik et al., 2015).

Pembrolizumab godkandes senare for anvandning mot avancerat melanom av U.S. Food and
Drug administration 2014. Aven nivolumab godkéndes kort darefter (Littman 2015). Nyligen
godkandes dven en PD-L1-blockerande antikropp, atezolizumab, i USA (Coy et al., 2017).
Godkanda indikationer for pembrolizumab (lakemedelsnamn Keytruda) pa humansidan &r
avancerat malignt melanom och metastaserande icke-smacellig lungcancer. Behandling av
icke-smacellig lungcancer ska baseras pa tumorens uttryck av PD-L1 pavisat med en
validerad metod. L&kemedlet administreras som intravends infusion under 30 minuter var
tredje vecka. Behandling bor fortsatta tills sjukdomsprogression eller oacceptabel toxicitet
intréffar (L&kemedelsindustriféreningen, 2017a). Godkanda indikationer foér nivolumab
(lakemedelsnamn Opdivo) pa humansidan ar avancerat melanom, icke-smacellig lungcancer,
njurcellscancer och klassiskt Hodgkins lymfom. Rekommenderad dos som monoterapi ar 3
mg/kg som administreras intravendst under 60 minuter varannan vecka. Behandling bor
fortsatta sa lange en klinisk nytta ses eller tills behandling inte langre tolereras av patienten
(Lakemedelsindustriféreningen, 2017b). Jamforelse mellan hur PD-1 binder in till PD-L1 och
nivolumab visas i figur 1 a respektive 1 b.

Figur 1 a till vanster visar hur PD-1 (bla) binder in till sin ligand PD-L1 (rosa). Figur 1 b till hoger
visar hur den antigenbindande delen av nivolumab (bl& och rosa) binder till PD-1 (gra), vilket
blockerar mojlighet till interaktion mellan PD-1 och PD-L1. Bilderna &r hamtade fran NCBI:s
strukturwebsida och skapade med hjélp av programmet Cn3D (Madej et al., 2014).

PD-L1 som potentiell prediktiv biomarkor for svar pa behandlingen har ocksa undersokts i
dessa studier. | Brahmer et al:s studie undersoktes cellyteuttryck hos 9 patienter varav 4 hade
positivt uttryck och av dessa svarade 3 pa behandlingen (Brahmer et al., 2010). 42 patienter
analyserades for uttryck av PD-L1 i Topalian et al:s studie varav 25 beddmdes som positiva. 9
av dessa svarade pa behandlingen (Topalian et al., 2012b). PD-L1-uttryck bedémdes hos 14
patienter dar de 2 som var positiva for uttryck upplevde partiella responser i Patnaik et al:s
studie (Patnaik et al., 2015).



Biverkningar av behandlingen

Blockering av immune checkpoints tar inte bara bort blockeringen av tumdrspecifika
immunsvar utan immunrelaterade biverkningar (immune-related adverse events, irAES)
uppstar aven i vissa fall, troligtvis pa grund av en generell immunologisk forstarkning.
Temporéar immunosuppression med Kkortikosteroider kan darfor ibland vara nédvéndigt. Tidig
upptackt och behandling tros vara viktigt for att minska svarighetsgraden (Postow et al.,
2015). Analys av fas 1-3 studier med nivolumab visade att 35 % av patienterna behdvde
behandlas med immunmodulerande ldkemedel och att dessa irAEs var behandlingsbara i
nastan alla fall. Flertalet kliniska studier har visat att systemisk behandling med
kortikosteroider inte forsamrar effekten av immunterapi. Detta stéds av in vitro-experiment
och musmodeller. Dock ar data fran specifikt PD-1-blockerande antikroppar begransad pa
detta omrade (Day & Hansen, 2016).

Den vanligaste irAE dr dermatologisk toxicitet med olika utslag men den kanske mest kliniskt
relevanta irAEn &r diarré eller kolit. Endokrinopatier som paverkar hypofysen, binjure och
thyroidea har ocksa observerats men den exakta incidensen &r svar att bedoma eftersom de
bevakats i varierande grad i kliniska forsok. De kliniska symtomen varierar men &r ofta
ospecifika som trétthet, huvudvark och illamaende (Postow et al., 2015). | stora, kliniska
studier har andelen patienter som upplevt behandlingsrelaterade biverkningar legat pa 70-80
%, dar de vanligaste biverkningarna varit trotthet, diarre, utslag och pruritus (Day & Hansen,
2016).

Uttryck hos hundar med cancer

Flera studier har undersokt uttrycket av PD-L1 och PD-1 hos hundar. En in vitro-studie av 31
tumorcellinjer fran olika tumortyper visade uttryck av PD-L1 pa cellytan hos vissa linjer med
celler fran melanom, osteosarkom, mastcellstumorer och lymfom. Stimulering med IFN-y
inducerade membranuttryck av PD-L1 hos samtliga cellinjer, &ven de som inte tidigare
uttryckt PD-L1, utom Ilymfomen. Analys med hjalp av immunohistokemi av
tumorvéavnadsprov visade att en rad olika tumortyper uttryckte PD-L1. Fullstdndiga resultat
redovisas i tabell 2 (Shosu et al., 2016).

Ytterligare en in vitro-studie visade uttryck av PD-L1 i 2 tumorcellinjer fran mastocytom.
IFN-y kunde inducera uttryck av PD-L1 i alla testade melanomlinjer (totalt 4) men inte i de 2
cellinjer fran osteosarkom. Flodescytometri utférdes pa tumorvavnadsprover fran
angiosarkom, hepatocellulart karcinom, skivepitelcancer och juvertumor (ett fran respektive
tumortyp) och alla uttryckte PD-L1. Histologisk undersokning visade uttryck av PD-L1 hos
flera olika tumorer, resultaten &r redovisade i tabell 3 (Maekawa et al., 2014). | en senare
studie av samma huvudforfattare visades uttryck av PD-L1 hos 36 av 40 orala melanom, 7 av
10 osteosarkom, 6 av 10 hemangiosarkom, 3 av 5 mastcellstumérer, 4 av 5 juvertumdrer och
3 av 5 prostatatumorer. Bade uttryck pa cellytan och i cytoplasman observerades. Vissa
testade tumaortyper beddmdes som negativa for uttryck i samtliga prover. Alla testade tumorer
var maligna (Maekawa et al., 2016).



Tabell 2. Sammanstallning av resultat fran tumorvavnadsprover (Shosu et al., 2016)

Tumortyp Antal prover Uttryck av PD-L1
Malignt lymfom 15 15
Malignt melanom 15 11
Juvertumaor 15 10
Mastcellstumor 13 11
Malignt fibrost histiocytom 6
Fibrosarkom 4
Hemangiosarkom 11 2
Malign nervskidetumor 11 4
Hemangiopericytom 10 4
Osteosarkom 3 0

Tabell 3. Sammanstallning av resultat fran tumorvavnadsprover (Maekawa et al., 2014)

Tumortyp Antal prover Uttryck av PD-L1
Mastocytom 6 4
Njurcellscancer 10 7
Melanom (totalt) 13 9

- oga 2 0

- hud 1

- oral 8 8

En nyligen publicerad studie undersokte uttryck av PD-1 pa T-celler fran 31 hundar som
diagnostiserats med olika typer av cancer. Vid jamforelse med friska kontroller sag man att
uttrycket var hogre bade pa CD4*-T-celler (11 % jamfort med 7 %) och CD8*-T-celler (30 %
jamfort med 22 %) hos hundarna med cancer. Skillnaden var statistiskt signifikant for CD4*-
T-celler men ej for CD8*-T-celler (Coy et al., 2017). En annan studie visade att uttrycket av
PD-1 pa tumorinfiltrerande lymfocyter (TIL) hos hundar med oralt melanom var hogre
jamfort med lymfocyter fran friska kontrollhundar (70,9-96,6 % for CD8*-T-celler och 80,2-
96,8 % for CD4*-T-celler). Jdmforelse mellan TILs och normala vévnadsinfiltrerande
lymfocyter, dar bada proverna togs fran samma hund, visade ocksa att uttrycket av PD-1 var
hdgre hos TILs. Detta undersdktes hos patienter med hepatocellulart adenom respektive
adenokarcinom (Maekawa et al., 2016).

Né&r det galler blockering av PD-1-signalering har en in vitro-studie visat att blockerande
antikroppar, specifikt riktade mot hund-PD-1 kunde stoppa den suppression som PD-L1
orsakade hos T-celler fran friska hundar. En tumorcellinje fran malignt histiosarkom med
stort uttryck av PD-L1 supprimerade tillsatta T-celler. Denna effekt blev signifikant men ej
komplett omvénd vid tillsats av PD-1-blockerande antikroppar. Samma resultat visades nar T-
celler odlades tillsammans med tumorfragment fran olika, nyligen urtagna tumorvéavnader
(Coy et al., 2017). Effekt pa cytokinproduktionen hos T-celler vid blockering av PD-1-
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signalering med hjalp av blockerande antikroppar riktade mot PD-L1 har ocksa undersokts.
Lymfocyter fran friska hundar odlade med den blockerande antikroppen fick en okad IFN-y-
produktion jamfort med kontroller. Man testade ocksa att tillsatta antikropparna i cellkulturer
fran 3 olika tumortyper och sdg att IFN-y-produktionen okade hos de infiltrerande
lymfocyterna fran 2 av tumortyperna (hepatocellulart karcinom och myelolipom) (Maekawa
etal., 2014).

DISKUSSION

Uttryck av PD-L1 har visats i flera olika tumorvavnader fran hundar och uttrycket gick att
inducera med IFN-y. Uttryck av PD-1 pa T-celler har ocksa bevisats samt att uttrycket var
hogre pd TILs hos hundar med oralt melanom, hepatocellulart adenom och hepatocellulart
adenokarcinom (Maekawa et al., 2016). Eftersom uttrycket observerats vid cancer, bade av
PD-1 och PD-L1, &r det logiskt att anta att interaktion mellan dessa & en mekanism som
nedreglerar immunsvar specifika mot tuméren &ven hos hundar. Vid in vitro-studier har
blockering av PD-1 med en hundspecifik antikropp kunnat signifikant, men ej komplett,
stoppa den suppression som PD-L1-stimulering gav i tumorprover (Coy et al., 2017). IFN-y-
produktion Okade dven vid tillsats av blockerande antikroppar for 2 av 3 tumortyper
(Maekawa et al., 2014). Detta visar att en blockerande antikropp delvis och i vissa fall kan
hdmma den nedreglerande effekt som PD-1-signalering resulterar i &ven hos hundar. Baserat
pa dessa resultat bor alltsa blockerande antikroppar fungera som behandlingsmetod. Vilka
cancerformer som skulle kunna vara aktuella att behandla &r svart att séga pa grund av att s
manga olika cancerformer undersokts och i sa fa antal prover och studier. Den cancerform
som haft uttryck i flest antal prov ar oralt melanom och skulle darfor eventuellt kunna vara en
kandidat.

Nagot som ar viktigt att tdnka pa ar dock att alla dessa resultat baseras pa valdigt fa studier
och att testerna utforts in vitro. Inga kliniska forsok har annu gjorts pa hundar s& man kan inte
enbart pa de resultat som studierna visar garantera att dessa effekter ses in vivo, da det ar
valdigt manga fler faktorer som spelar in i kroppen jamfort med pa ett laboratorium.
Resultaten visar snarare att inga hinder har hittats for att inte fortsatta underséka om det kan
vara en majlig behandlingsmetod pa hund. Resultat av blockering av PD-1, baserat pa dessa
fyra studier, kan forvantas likna de pa humansidan men fler forsék behover goras, sarskilt in
vivo, for att kunna séaga nagot sakert.

Vad som ocksa behover adresseras ar om immunterapin hittills visat tillrackligt bra resultat
for att anvandas pa hundar. PD-1-blockerande antikroppar har onekligen gett nagra fantastiska
resultat pd humansidan. Patienterna i studierna som presenterats tidigare i denna
litteraturstudie lider alla av avancerade cancerformer och har i manga fall behandlats med en
eller flera andra terapiformer innan. Trots detta har blockering av PD-1 som monoterapi
kunnat ge bade kompletta och partiella responser eller sjukdomsstabilisering hos flera
patienter, vilket forklarar den entusiasm for terapin som just nu rader. Fragan ar dock om
enbart forlangd livslangd med sjukdomsstabilisering eller partiella responser &r ett tillrackligt
bra svar pa behandlingen? Forutsatter man att patienterna pa veterindrsidan skulle vara
motsvarande de pa humansidan ar det hundar som lider av allvarliga cancerformer som
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kommer att behandlas. Sa pass allvarliga sjukdomar involverar troligtvis dven en stor grad av
lidande. Ar det da ratt att sétta in en terapi med forvisso fantastiska resultat i vissa fall, men
dven en stor andel som inte svarar pa behandling? Biverkningar, bade immunrelaterade och
ovriga, ar ocksa relativt vanligt och det ar brist pa undersokningar om livskvalitet under
behandling pa humansidan vilket & nagot som Day och Hansen diskuterar (Day & Hansen,
2016). Eftersom varje fall av cancer ar unikt ar detta dock svara fragor att svara pa da de ofta
bor domas efter varje individuellt fall. Dessutom skulle resultat fran studier av mindre svara
cancerformer behdva végas in i beddmningen.

Det finns dven manga fragetecken kring behandlingen som behdver ratas ut. Till exempel
exakt vad som inducerar uttrycket av PD-1 utdver aktivering. Langt ifran alla T-celler
uttrycker PD-1 och spannet hos humana cancerpatienter ar valdigt stort. Hos 28 patienter med
avancerat melanom uttryckte TILs PD-1 men i véldigt varierande grad (9,8-71,8 % hos CD4*
och 12,9-91,2 % for CD8*). Resultaten visade dock att TILs uttryckte hdgre nivaer av PD-1
jamfort med cirkulerande T-celler hos samma patient (studerat hos 14 patienter), vilket géllde
bade CD4* och CD8*. Uttrycket av PD-1 hos tumérantigenspecifika T-celler hos 3 patienter
visade sig &ven vara hogre hos de T-celler som infiltrerat tumoren, jamfort med de
cirkulerande (Ahmadzadeh et al., 2009). En annan studie har visat att “special AT-rich
sequence-binding protein-1” (Satb1) hindrar uttrycket av PD-1 som induceras vid aktivering.
Resultaten visade ocksa att “transforming growth factor-p” (TGF-B), en immunosuppressiv
cytokin som finns i tumdrers mikromiljo, minskade nivaerna av Satbl och darmed den
blockering av PD-1-uttryck som den utgor (Stephen et al., 2017). Vilka cytokiner som finns i
tumorernas mikromiljo skulle alltsd kunna paverka uttrycket av PD-1. Exakt vilka
mekanismer som styr uttrycket ar nédvéndigt att veta for att hitta de patienter dér terapin kan
vara verksam, det vill sdga de som har en nedreglering av specifika tumérimmunsvar pa
grund av PD-1 och PD-L1-interaktion. Fler studier skulle behtva undersoka sambandet
mellan svar pa behandlingsmetoden och uttryck av PD-1 pa T-celler for att klargéra dess
betydelse. Alla resultat som interaktion med PD-L1 och PD-L2 resulterar i ar inte heller helt
klarlagda. Dessutom kan PD-L1 interagera med en annan receptor och ge inhiberande verkan.
Vilka mekanismer och interaktioner som specifikt inhiberas med de PD-1-blockerande
antikropparna skulle behdva utredas mer.

Utbredd resistens forekommer ocksa mot behandlingen da langt ifran alla patienter upplever
nagon forbattring eller stabilisering. Potentiella orsaker till resistensen har diskuterats, bland
annat tumorers antigenicitet, upptidckta mekanismer som stér antigenpresentation, att
cytokinmiljon i vissa tumérer kan paverka mognaden av DCs och att vissa tumdorer anvander
flera immunosuppressiva signalvagar som ar oberoende av PD-1. Aven tumorers uppbyggnad
i form av struktur och celldensitet och deras lokalisering har visats ha betydelse for kanslighet
mot behandlingen, da det paverkar distributionen av lakemedlet till dess verkningsplats
(O’Donnell et al., 2017). Varfor de som svarar pa behandling gér det, och hur deras tumorers
uppbyggnad och mikromiljo ser ut &r av stor vikt att reda ut.

Att sd olika resultat uppnas i Kkliniska studier visar ocksa pa hur viktigt det &ar att hitta
prediktiva biomarkorer for att kunna avgora vilka patienter som kan svara pa behandlingen. |

studierna som presenteras i denna litteraturstudie har uttrycket av PD-L1 undersokts via
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immunohistokemi for att avgéra om det kan vara en aktuell kandidat. | tva studier visas en
positiv korrelation (Brahmer et al., 2010, Patnaik et al., 2015). | den tredje studien déar
uttrycket undersoktes har forvisso 9 av de 25 patienter som bedomdes som positiva svarat pa
behandlingen, men de 6vriga 16 svarade inte (Topalian et al., 2012b). Dessa resultat ar
utforda pa ett fatal patienter och bor darfor tolkas med forsiktighet, vilket dven namns i
studierna, men visar dnda pa de motstridiga resultat som férekommer. Metaanalys har visat att
overuttryck av PD-L1 ar signifikant associerat med battre svar pa PD-1 eller PD-L1-blockad.
Dock har ett signifikant antal patienter med valdigt 1agt eller inget uttryck av PD-L1 ocksa
svarat pa behandling (Meng et al., 2015). Resultaten i flera studier bor dock tolkas med
forsiktighet pa grund av bristen pa specificitet hos vissa kommersiellt tillgéangliga antikroppar
mot PD-L1, att enbart uttryck pa ytan bér bedémas och svarigheten i att utveckla metoder for
detektion i formalinfixerad och paraffininbdddad vévnad havdar Sznol & Chen (Sznol &
Chen, 2013). Andra problem med PD-L1 som biomarkor &r att uttrycket av PD-L1 &r
dynamiskt sa utvardering vid en enskild tidpunkt sager inte s& mycket om hur uttrycket kan
utvecklas over tid. Uttrycket varierar &ven mellan priméra tumorer och metastaser, dven hos
samma patient. Anvandandet av olika antikroppar och olika fargningstekniker kan ge olika
resultat. Dessutom anvénder sig olika studier av olika gréansvérden for vad som ska bedémas
som ett positivt uttryck (Meng et al., 2015). Trots bristerna & PD-L1 nog den mest
valundersokta biomarkdren och den ar viktig med tanke pa att samband setts. Behandling av
icke-smacellig lungcancer med pembrolizumab ska bedomas efter just uttrycket av PD-L1
(Lakemedelsindustriforeningen, 2017a). Dock skulle mer forskning kring PD-L1 behdva
utforas for att kunna avgora om det ar en bra biomarkér med tanke pa att vissa som inte
uttryckt liganden svarar pa behandling och tvartom. Undersokningar av vilken metod som &r
bast for att bedoma uttrycket, vilken antikropp man ska anvanda sig av och om den bor
baseras pa flera snitt fran olika tidpunkter behdver ocksa utforas for att kunna avgéra om PD-
L1 &r den bésta biomarkoren eller om béttre alternativ finns.

En studie som jamférde densitet av CD8*-, CD4*-, PD-1*- och PD-L1*-celler kom fram till att
den bésta prediktiva markdren hos patienter med avancerat melanom var densitet av CD8* T-
celler vid invasionsomradet. Slutsatsen av studien blev att densitet innan behandling och
lokalisering av T-celler i metastaserande melanom har prediktivt varde for behandlingsresultat
(Tumeh et al., 2014). Denna studie ar forvisso utford pa enbart en specifik cancerform men
visar anda pa vardet av att undersoka alternativa biomarkorer.

Andra problem med blockering av PD-1 r att andelen patienter som upplever biverkningar pa
humansidan &r stor. De har i vissa fall varit sa allvarliga att de lett till dodsfall vilket visar pa
vikten av 6vervakning av patienter behandlade med denna form av terapi. Aven évervakning
av opportunistiska infektioner som kan fa faste vid behandling med immunsupprimerande
medel &r viktig, da det fatt en sa allvarlig konsekvens som dodsfall i en studie (Patnaik et al.,
2015). Dock ar manga av biverkningarna hanterbara och kan botas med hjalp av avbruten
behandling eller immunosuppressiva medel. Risken att utveckla immunrelaterade
biverkningar, irAEs, pa grund av behandling med PD-1-blockerande antikroppar &r ndgot som
behdver undersokas. Inga konsekventa samband mellan dos och toxicitet for lakemedlet har
setts i kliniska studier (Day & Hansen, 2016). Detta ar intressant da toxiciteten snarare verkar
avgoras av varje enskilt fall. Sambandet mellan varfor vissa patienter utvecklar biverkningar
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och vilka som blir mer allvarliga skulle behdva utredas béattre for att eventuellt kunna hitta
riskgrupper som inte bor behandlas. Day och Hansen tar &ven upp att indelningen mellan
immunrelaterade biverkningar (irAEs) och icke-immunrelaterade ar problematisk da denna
indelning ar daligt definierad.

Kombinationsterapier skulle eventuellt kunna vara en lésning pa toxicitetsprofilen, men
eftersom inget tydligt samband setts mellan dos och toxicitet ar det oklart om det skulle ha
nagon effekt. Kombinationsterapier skulle eventuellt ocksd kunna lésa viss
resistensproblematik. Flera forsok med kombination av PD-1-blockerande antikroppar och
andra terapier har utforts eller pagar, dock ar det inget som diskuteras i denna litteraturstudie.
Battre kunskap om varfor biverkningarna uppstar och om olika doser eller doseringsscheman
paverkar hur svéra de blir beh6vs for att kunna bedoma detta. Aven undersokningar av hur
livskvalitén paverkas under behandling for att kunna avgéra om nyttan med behandlingen
Overvager de negativa effekterna.

Sammanfattningsvis kan man konstatera att de resultat som hittills setts pa hund ar lovande
men att inga garantier for klinisk effekt kan dras av dessa. Behandlingsmetoden har aven
brister som skulle behdva forbattras innan den tillampas pa hundar i och med att
behandlingslaget pa veterinarsidan ser annorlunda ut, d@ man kan valja att avsluta ett liv
istallet for att utsétta djuret for onddigt lidande. Vilka prediktiva biomarkorer som &r bést for
att hitta patienter som kommer att svara pa behandlingen och varfor resistens mot
behandlingen uppstar behover utredas vidare. PD-1-blockering ar dock en relativt ny
behandlingsmetod for cancer sa det finns stor utvecklingspotential inom omradet.
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