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SAMMANFATTNING

Melanom &r en av de mest immunogena (immunstimulerande) tumdrformerna och
immunterapi har dérfor varit en behandlingsform som studerats for att undkomma de svara
biverkningar som erhalls vid de konventionella behandlingsmetoderna, som cytostatika och
stralning. Det finns ménga olika strategier for att inverka pd och aktivera immunforsvaret och
flera immunterapier finns redan godkénda och anvinds idag for behandling av melanom.
Flera av dessa terapier verkar dock genom att generellt stimulera immunforsvaret vilket
resulterat 1 betydande biverkningar samt haft forhéllandevis liten effekt mot tumorerna.
Endast en liten andel (som hogst 6%) har uppvisat en sd kallad fullstdndig respons, det vill
sdga blivit helt fria fran tumorer vid dessa behandlingar. Adoptiv immunterapi gar ut pa att
man “trdnar” och aktiverar patientens egna T-celler in vitro att kdnna igen och angripa
tumorceller och aterinjicerar dem sedan, vilket resulterat i en mer riktad behandling med flera
ganger hogre effektivitet mot tumdrerna jamfort med andra immunterapier och man har natt
upp till en fullstindig respons pé 22 %. Det dr en komplex metod med flera olika steg dér
utvecklingsmojligheter finns. Forst mdste man vélja vilka T-celler man ska anvinda sig av.
Man har framgangsrikt anvént sig av T-celler tagna direkt frdn tumdren, men sitter tumdren
olampligt dr detta inte alltid mdjligt och man har darfor dven borjat studera mojligheten att
genetiskt modifiera T-celler tagna fran blodet. For bésta effekt av T-cellerna maste patientens
immunforsvar ddmpas fore aterinjicering. Interleukin 2 (IL-2) injiceras ocksa i samband med
aterinjiceringen for att stimulera T-cellerna. Denna férbehandling och injektion av IL-2 har
visat sig vara toxisk och lett till biverkningar och dirfér behdver man finna mer specifika sitt
att hdmma immunforsvaret och stimulera det med IL-2 endast i tumdren for att minska
toxiciteten. Hur linge och pé vilket sitt T-cellerna ska odlas in vitro dr en annan utmaning
och man har bland annat funnit att kortare odlingstid av T-cellerna innan aterinjicering har
gett effektivare svar. Kortare tid innan &terinjicering ger ocksd tumdren/tumoérerna mindre tid
att utvecklas innan behandling. P4 grund av sin hoga effektivitet och specificitet dr adoptiv
immunterapi en lovande behandlingsform mot melanom f6r framtiden, men mycket finns att
utveckla. Att kombinera adoptiv immunterapi med andra immunterapier kan vara ett sitt att
Oka effektiviteten ytterligare. Man borde ocksa forsoka hitta enklare metoder att framstélla T-
celler for adoptiv immunterapi. Detta dr troligtvis ocksa nddvéndigt dd@ manga sjukhus inte har
de resurser som krévs for att utféra denna typ av behandling.



ABSTRACT

Melanoma is one of the most immunogenic (immune response evoking) tumours, hence
immunotherapy has been of interest as a treatment to escape the severe side effects obtained
in the conventional treatments like chemotherapy and radiation. There are many different
strategies to influence and activate the immune system and several immunotherapies are
already approved and currently used for the treatment of melanoma. Many of these therapies
work, however, by generally stimulating the immune system, resulting in substantial adverse
effects and relatively little effect on the tumours. Only a small percentage (at most 6 %) has
exhibited a so-called complete response that is become completely free from tumours, in these
treatments. Adoptive immunotherapy works by “training” and activating the patient’s own T-
cells in vitro to recognize and attack the tumour cells and then reinject the stimulated T-cells
in the patient. This has resulted in a more targeted treatment with several times higher
efficacy against tumours compared with other immunotherapies and has reached a complete
response of 22 %. However, it’s a complex technique with multiple steps and opportunities
for development. First one must decide which T-cells to use. T-cells taken directly from the
tumour have successfully been used, but in case the location of the tumour is inappropriate
this can be difficult and not always possible. Therefore, the possibility to genetically modify
T-cells taken from the patient’s blood to attack tumours has begun to be examined. Before the
T-cells are reinjected the patient’s immune system has to be suppressed in order to get the
best effect of the stimulated T-cells. Interleukin 2 (IL-2) is also injected in connection with
the reinjection to stimulate the T-cells. This pre-treatment and injection of IL-2 has shown to
be toxic and led to adverse effects why more specific ways to inhibit the immune system and
stimulate with IL-2 only at the tumour site to reduce the toxicity is sought. How long and in
what way the T-cells should be cultured in vitro is another challenge, for example shorter time
in culture before reinjection has generated a better response. Shorter time before reinjection
also gives the tumour/tumours less time to develop before treatment. Because of its high
efficacy and specificity, adoptive immunotherapy, is a promising treatment for melanoma in
the future even tough there is still a lot to develop. Combining adoptive immunotherapy with
other kinds of immunotherapies could be a way to increase the efficacy further and more
research is required. Finding simpler methods for producing T-cells for adoptive
immunotherapy is probably also necessary since many hospitals don’t have the resources
required to perform this type of treatment.



INLEDNING

Anvindningen av immunterapi vid bekdmpning av tumorer har ménga fordelar da det ar en
metod som till skillnad frdn cytostatika och stralning framforallt attackerar tumorceller och
inte normala celler. Da melanomtumorer dr en av de mest immunogena tumdorformerna (Zito
& Kluger, 2012) har jag i denna litteraturstudie valt att studera anvindningen av immunterapi
hos melanom. Médnga metoder inom immunterapi finns att tilldmpa, men 1 malet att finna en
terapiform med sd hog effektivitet och specificitet som mojligt och dérigenom oka
overlevnaden och reducera toxiciteten, har adoptiv immunterapi visat sig i1 framkant
(Rosenberg et al., 2011). Darfor ligger fokus i denna litteraturstudie pd denna form av
immunterapi. I adoptiv immunterapi, eller adoptiv celltransfer som det ocksa kallas, anvinder
man sig av patientens egna T-celler och stimulerar/”trdnar” dem utanfor kroppen att kdnna
igen och doda tumdrceller innan man aterinjicerar dem 1 patienten (Gattinoni et al., 2006).
Detta dr en komplex process med ménga olika steg: hur man ska komma at T-cellerna/vilka
T-celler man ska anvinda sig av, hur T-cellerna ska stimuleras utanfér kroppen och hur
patienten ska behandlas under tiden for att optimera behandlingen. En rad olika strategier kan
tillimpas vid dessa steg och kommer att diskuteras i denna litteraturstudie. Hur kan man
utveckla utformningen av behandlingen och hur effektiv dr adoptiv immunterapi i forhéllande
till andra immunterapier mot melanom?

MATERIAL OCH METODER

For att finna artiklar till denna litteraturstudie har fridmst internetdatabaser anvints,
huvudsakligen Web of Knowledge, PubMed och Google Scholar. Sokord har varit
exempelvis melanoma, adoptive, immunotherapy, cell transfer, mechanisms. Oversiktsartiklar
har ocksé anvénts for att hitta referenser.

LITTERATUROVERSIKT
Immunforsvar mot tumorer

Tumorceller dr 1 grunden dr kroppsegna och darfor kan det vara svart for immunforsvaret att
upptidcka och eliminera dessa. Pa senare ar har forskning visat att tumdrceller faktiskt
uppvisar antigen dven om manga dr svagt immunogena, alltsd dr daliga pa att aktivera
immunforsvaret (Zachary & McGavin, 2011). Tumdrantigen kan exempelvis vara onormala
cellprodukter genererade av mutationer, en overproduktion av kroppsegna antigen eller en
overproduktion av antigen som normalt bara ska uttryckas i vissa differentieringsstadier.
Glykoprotein 100 (gpl100) och Melanoma Antigen Recognized by T-cells (MART) ér
exempel pa differentieringsantigen som vanligtvis overuttrycks vid melanom (Morgan et al.,
2006).

Tumdorantigenen uppvisas pa major histocompability complex I (MHC I) som é&r ett
proteinkomplex som uttrycks av alla celler och visar upp peptider av intracelluldra proteiner
(Zachary & McGavin, 2011). Peptiderna p4& MHC 1 ldses av cytotoxiska T-celler som
uppfattar dem som “’sjalv” eller “icke-sjalv”, alltsa kroppseget eller inte, och angriper de celler
vars MHC 1 uppvisar peptider som dr “icke-sjdlv”’. Antigenpresenterande celler (APCs),
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exempelvis dendritiska celler, visar upp antigen fran tumdren med hjalp av MHC I och II {6r
naiva T- och B-celler. MHC II dr liksom MHC I ett proteinkomplex som presenterar peptider
som kan uppfattas som 7sjdlv”’ eller “icke-sjdlv’ men som endast uttrycks av
antigenpresenterande celler och lymfocyter. T-cellerna differentieras sedan till cytotoxiska T-
lymfocyter (CD8+) och T-hjdlparceller (CD4+) och B-cellerna blir antikroppsproducerande
plasmaceller. De cytotoxiska T-lymfocyterna kdnner igen antigen presenterat pA MHC I hos
tumorerna och tros ha den storsta effekten mot dessa. Andelen CD8+ T-celler har visat sig
spela signifikant roll vid behandling av melanom (Besser et al., 2010). T-hjélparcellerna
kraver presentation via MHC II av antigenpresenterande celler och stimulerar sedan
cytotoxiska T-celler, Natural Killer (NK)-celler, makrofager och B-celler genom att producera
cytokiner som interleukin-2 (IL-2) och interferon-y (IFN-y) (Zachary & McGavin, 2011). Det
cellmedierade svaret tros vara det mest effektiva mot solida tumorer, men det humorala
forsvaret kan ocksa verka mot tumdrer bland annat genom att antikroppar bundna till antigen
pa tumorcellerna hjilper NK-celler och makrofager att hitta dessa. Tumoérer har flera
strategier att undkomma immunforsvaret. Vissa kan nedreglera MHC I vilket gor att de inte
uppticks av cytotoxiska T-celler, dock exponeras de d& for NK-cellerna som framforallt
angriper celler som saknar MHC. Tumdérer kan dven skapa tolerans da de ar vildigt lika
normala celler och saknar kostimulatoriska molekyler vilka binder mellan cellen och T-cellen
och krdvs for aktivering av T-celler. Tumorcellerna kan ocksa till viss del maskera sina
antigen med andra molekyler. Slutligen har det visat sig att tumorer kan verka
immunosuppressivt, bland annat genom att producera transforming growth factor-o. (TGF-a),
Fas-ligand (Zachary & McGavin, 2011) och uttrycka ligander till PD-1 (programmed cell
death-1) (Curran et al., 2010) som alla verkar himmande pa T-celler.

Melanom

Melanom idr en cancerform som hédrstammar frdn kroppens melanocyter. Dessa celler har sitt
ursprung i neurallisten och tillverkar kroppens pigment, melanin. De terfinns framforallt i
huden dir mer &n 50% av fallen uppstar, men de forekommer 1 alla kroppens pigmenterade
organ. Metastasering betyder ofta dalig prognos och kan ske Gverallt 1 kroppen, lever och
lungor &r dock ofta utsatta (National Cancer Institute, 2012).

Immunterapi vid melanom

Melanom anses vara en av de mest immunogena tumorformerna och har dérfor studerats
flitigt inom immunoterapiforskningen (Zito & Kluger, 2012). Mélet med immunterapi dr att
stimulera immunforsvaret, bade aktiviteten och proliferationen, rikta det specifikt mot
tumorcellerna samt att ddimpa de regulatoriska signalerna som himmar immunforsvaret.

Det finns en rad olika angreppspunkter inom immunforsvaret som kan utnyttjas vid
utformandet av immunterapi, dessa presenteras nedan. Kombinationer av dessa kan i manga
fall vara till fordel.



Vacciner

For att stimulera och rikta immunforsvaret mot tumdren kan man vaccinera med hela/lyserade
tumorceller, med peptider som fungerar som antigen hos tumorerna eller med plasmider/
virala vektorer som uttrycker dessa peptider. Genom att anvidnda sig av dendritiska celler och
ladda dessa med lyserade tumérceller som uttrycker melanomassocierade antigen exempelvis
Melanoma Associated Antigen-A (MAGE-A), tyrosinas, MART-1 och gp100 kommer dessa
presenteras pa bade MHC I och MHC II vilket leder till att antigenen blir synliga for bade
CD8+ och CD4+ T-celler och mediera ett bredare immunsvar (Salcedo et al., 2006).

Cytokiner

Cytokiner kan anvéndas for att stimulera immunf6rsvaret. De anvinds ofta postoperativt eller
som adjuvans tillsammans med andra tekniker. IL-2 och IFN-a. dr de cytokiner som idag finns
godkdnda av Food and Drug Administration (FDA) for behandling av melanom.
Anvindningen av andra cytokiner som IL-21, IL-7, IL-15 och IL-18 som ocksa spelar stor roll
for aktiveringen av cytotoxiska T-celler undersoks ocksa for behandling av melanom (Zito &
Kluger, 2012).

Cytokinen IL-2 anvédnds inom immunterapi mot melanom dé& den aktiverar cytotoxiska T-
celler, T-hjélparceller och NK-celler samt okar proliferationen och cytotoxiciteten (Tizard,
2009) och alltsd stimulerar det cellmedierade svaret som dr effektivast mot tumdrer. 1L-2
utsondras naturligt av Thl-och NK-celler. Behandling med IL-2 har visat sig ge signifikant
effekt mot melanom och systemisk behandling godkéndes av FDA 1998 (Weide et al., 2010).
Nackdelen med IL-2 &r att det ar vildigt toxiskt och kan ge bieffekter sdsom feber, tritthet
och illamdende.

IFNa produceras av lymfocyter och har en médngd funktioner som bidrar till forsvar mot
tumorer. Bland annat s& stimulerar IFNa makrofager, NK-celler och presentation av antigen
for T-celler (Zachary & McGavin, 2011) och pa grund av detta anvinds IFNa ofta som
adjuvans i samband med vaccinering for att 6ka svaret mot de antigener man injicerar. I en
studie av Sikora et al., (2009) fann man att anvindningen av IFNa som adjuvans tillsammans
med vaccinering med gpl00 gav en signifikant 6kning av svaret hos de gpl00-specifika
CD8+ T-cellerna, att Gverlevnaden och proliferationen hos dessa T-celler 6kade och att fler
CD8+ T-celler med minnesfenotyp fanns kvar 1 kroppen under langre tid.

Toll-like receptor-9 agonister

Toll-like receptor 9 (TLR-9) dr en receptor som bland annat uttrycks av dendritiska celler.
TLR-9 kinner igen deoxycytidyl-deoxyguanosin oligodeoxynukleotider som liknar
ometylerade sekvenser i bakteriellt DNA (CpG ODNs). Dessa fungerar som pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) och stimulerar mognad av dendritiska celler vid
bindning till ligand, vilket leder till antigenpresentation for T-celler. Genom att tillféra en
syntetisk ODN (CpG 7909), som adjuvans tillsammans med vaccinering med
melanomantigen (Melan-A), erh6ll man signifikant fler Melan-A-specifika CD8+ T-celler
reaktiva mot melanomceller som uttrycker detta antigen, jamfort med vaccination med endast
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Melan-A. Andelen naiva T-celler var ocksd ovanligt lag efter vaccinering vilket visar att
denna TLR-9 agonist har formégan att stimulera immunforsvaret (Speiser et al., 2005).

Antikroppar

For att T-celler ska bli fullt aktiverade krévs dels bindning av T-cellsreceptor till peptid
presenterad av antigenpresentatorer p4 MHC, men dven bindning av costimulatoriska
molekyler frdn den antigenpresenterande cellen till T-cellens CD28 (Zachary & McGavin,
2011). Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4) dr en homolog till CD28 som
vid bindning till ligand verkar inhibitoriskt pa T-cellen. PD-1 (programmed death-1) dr en
annan receptor pa T-cellen som verkar inhiberande och kan leda till anregi (inaktivering) eller
apoptos hos cellen. Autologa myeloid-derived suppressor cells (MDSC) samt vissa tumorer
kan uttrycka ligander till PD-1 vilket leder till en immunosuppressiv mikromiljo. Att tillfora
antikroppar mot dessa receptorer ar ett sétt att dimpa de regulatoriska signalerna och 6ka T-
cellsaktiviteten (Curran et al., 2010).

Curran et al. (2010) visade att en kombination av antikroppar mot bdde CTLA-4 och PD-1
tillsammans med Fvax-behandling 6kade andelen T-effektorceller 1 forhallande till T-regs och
MDSC jamfort med behandling med endast Fvax. Man erholl ocksa fler infiltrerande
immunologiska celler samt en ©6kad andel IFN-y och tumdrnekrosfaktor-oo (TNF-a)-
producerande CD8+ T-celler vilket gav upphov till &nnu kraftigare immunologiskt svar. Vid
Fvax-behandling ger man en ligand som binder till FLT-3 som bland annat stimulerar
proliferation och differentiering av lymfocyter.

Ipilimumab ir ett CTLA-4 likemedel som 2011 blev godkidnt av FDA {or behandling av
melanom (Zito & Kluger, 2012).

Hamning av regulatoriska T-celler

Déa manga av tumorernas antigen uppfattas som “egna” av CD25+ CD4+ regulatoriska T-
celler kommer dessa att skicka regulatoriska signaler som himmar immunforsvaret. Tolerans
mot tumorceller uppkommer ocksa som namnts tidigare pa grund av brist pa costimulatoriska
signaler som krivs for T-cellsaktivering. Genom att himma de CD25+ CD4+ regulatoriska T-
cellerna okar chanserna for potent svar mot tumorcellerna 1 form av 6kning av bland annat
tumorspecifika CD8+ och CD4+ T-celler. Autoimmunitet &r dock en risk vid hdmning av
dessa (Shimizu et al., 1999).

Adoptiv immunterapi

Aven om ménga av de ovanstiende behandlingarna har visat resultat och genererat ett okat
antal tumorantigenreaktiva celler, sa dr det en véldigt liten andel av patienterna (som hogst
6%) som erhallit complete respons, det vill sdga blivit helt fria frdn tumoérer (Rosenberg et al.,
2011). Det har darfor funnits intresse att finna mer potenta strategier inom immunterapin.
Adoptiv immunterapi har 1 flera studier gett betydligt hogre complete respons mot melanom,
22% 1 en studie av Rosenberg et al. (2011) varav ménga av dessa dessutom visade varaktiga
svar som holl 1 sig 1 minst tre ar.



Adoptiv immunterapi bygger pa att man tar T-celler frdn den cancersjuka patienten,
stimulerar, expanderar och selekterar dem in vitro samtidigt som man reducerar det befintliga
immunforsvaret hos patienten. Sedan fors T-cellerna tillbaka till patienten tillsammans med
IL-2 (se Figur 2) (Gattinoni et al., 2006). Pa detta sdtt kan man stimulera cellerna pa 6nskat
sitt och fi tillrdcklig méngd celler, utan ndrvaro av regulatoriska signaler fran vérdens
immunforsvar och fran den immunsuppressiva mikromiljon runt tumdren. Man har &ven
mojlighet att paverka patientens immunforsvar medan cellerna odlas och stimuleras utanfor
kroppen och gora de bédsta mojliga forutsittningarna tills att cellerna ska tillbakainjiceras.

Utmaningar med adoptiv immunterapi
Val av celler

I de allra flesta studier av adoptiv immunterapi har man anvént sig av tumdrinfiltrerande
lymfocyter, sd kallade TILs, som dr lymfocyter tagna direkt ur tumoéren. Fordelen med dessa
ar att de ofta till viss del redan &r aktiverade och kinner igen den autologa tumdren.

Sitter tumoren svardtkomligt kan det dock vara besvirligt att fa tillgang till dessa
tumorlymfocyter och en annan svarighet ar att urskilja de som &dr tumdrreaktiva (Morgan et
al., 2006). Man har dérfor studerat anvdandningen av perifera blodlymfocyter (PBLs) ddr man
tar T-celler fran blodet och gor dessa tumorspecifika genom att anvénda genetiskt modifierade
virus som kodar for tumorspecifika T-cellesreceptorer (TCRs). Med denna teknik uppnéaddes
en objektiv respons, alltsa ett métbart svar pa behandlingen, hos 2 av 15 patienter och hoga
nivaer av modifierade T-celler uppmaittes upp till ett ar efter behandling.

Férbehandling

En viktig del i den adoptiva immunterapin ar att forst reducera vardens immunférsvar genom
att forbehandla med strdlning, kemoterapi eller en kombination av dessa. Detta gors dels for
att minska andelen T-regulatoriska celler som verkar inhiberande pa immunforsvaret. Men
ocksa for att minska andelen endogena, icke-tumorspecifika, celler som tdvlar om
stimulerande cytokiner sdsom IL-2, IL-15 och IL-7 som paverkar aktiviteten och utvecklingen
hos CD8+ T-celler samt Oka tillgédngligheten av APCs som ocksd bidrar till stimulering
(Gattinoni et al., 2005). Syftet ar alltsd att skapa en gynnsam milj6é for de CD8+ T-celler som
ska injiceras.
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Figur 1. A: mekanismer vid adoptiv immunterapi utan féregdende immunreducering och B: med

foregdende immunreducering. Pa grund av vivnadsskada vid strdalning/kemoterapi frigors TLR-

agonister som gor att de dendpritiska cellerna mognar och blir antigenpresenterande. Bild frdn

Gattinoni et al., (2006) med tillatelse av forfattaren.

Miénga olika regimer for forbehandling har testats for att finna behandlingsprotokoll som ger
sd hog respons men liten toxicitet som mojligt. I en studie av Dudley et al., (2008) jaimforde
man sdkerhet och effekt hos tre olika forbehandlingar hos patienter som skulle genomga
adoptiv immunterapi. Den ena gruppen behandlades med endast kemoterapi och de andra tva
med kemoterapi i kombination med stralning av olika intensitet, 2 respektive 12 Grey (Gy).

Genom att anvinda sig av stralning pa 12 Gy i1 kombination med kemoterapi erh6ll man en
objektiv respons hos 72 % av patienterna jamfort med 49 % hos de behandlade med endast
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kemoterapi. Mangden fritt cirkulerande IL-7 och IL-15 var ocksd hogre dn normalt i alla
grupper men signifikant hogre i 12 Gy-gruppen. Hematologisk toxicitet uppkom 1 alla
grupperna men aterhdmtningen tog 1-2 dagar ldangre tid for 12-Gy gruppen trotthet och
viktnedgang var ocksa mer uttalad i denna grupp. Ogoninflammation och nedsatt njurfunktion
var andra biverkningar som endast registrerades vid anvindning av den starkare stralningen.
Vid uppfoljningen av denna studie visade det sig att 20 av de 93 patienterna (22 %) blivit helt
fria fran tumorer (Rosenberg et al., 2011).

Odling av T-celler

Odlingen av T-cellerna ar viktig for att de ska komma upp 1 tillrickligt antal samt bli
aktiverade och léra sig kidnna igen tumorantigen.

Tumérinfiltrerande lymfocyter

I en studie genererade Dudley et al., (2003) tumdrinfiltrerande lymfocyter (TILs) genom att
dela upp varje tumorfragment i olika kulturer och odla dem pé agarplatta med IL-2 som
stimulerar tillvédxt, proliferation och differentiering. Efter det stimulerades cellerna med tva
olika melanomcellslinjer och autologa melanomceller om sadana fanns tillgdngligt. En del
stimulerades ocksa med melanomantigen. Sedan maittes IFN-y produktionen med hjilp av
ELISA. De aktiva cellerna expanderades enligt ett Rapid Expansion Protocol (REP-protokoll)
tillsammans med IL-2, CD3-antikroppar och allogena, stralade peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) feeder cells. CD-3 dr en koreceptor hos T-cellen och ingar i TCR-komplexet
och behovs for aktivering av T-cellen. Feeder cells dr en slags stodceller som krévs for att T-
cellerna ska kunna vixa.



Test for high levels of production Rapid clonal expansion
of IFNy after stimulation with IL-2 and CD3-specific antibody
inan IFNyELISA -

Multiple cultures
of TILs in the presence of IL-2

S

Tumour

excision
Non-myeloablative

lymphodepleting

chemotherapy
/ before ACT

Figur 2. Hur adoptiv immunterapi konventionellt gar till. Som immunreducering kan dock dven
strdalning anvindas vilket inte framgar av bilden. Bild fran Gattinoni et al., (2006) med tilldtelse av

forfattaren.

T-cellerna pa de olika plattorna som holls separat under hela odlingstiden skilde sig véldigt
mycket at 1 specificitet och aktivitet och bara de som visade sig vara tumor-reaktiva anvéndes
for behandling. Detta dr viktigt att ha 1 atanke d& T-celler frdn samma tumor kan vara valdigt
olika. I 59% av TIL-kulturerna observerades specifik cytokinproduktion i &tminstone en TIL

vid stimulans med autologa tumérceller.

Unga tumédrinfiltrerande lymfocyter

Man har upptéckt att telomerldngden (lingden av de yttersta d&ndarna pd kromosomerna) har
betydelse for den objektiva responsen, da langre telomerer 6kar potentialen for proliferation
(Dudley et al., 2008). I de flesta protokoll for framstéllning av TILs sker detta under flera
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veckor (5-8 veckor i studien av Dudley et al., (2003) beskriven ovan) och under denna tid
hinner telomererna forkortas samt kostimulatoriska receptorer som CD28 och CD27 i viss
man nedregleras (Besser et al., 2010). For att forhindra detta har man i flera studier undersokt
mojligheten att anvinda sé kallade unga TILs med minimerad odlingstid.

Besser et al., (2010) visade i sin studie med tillverkning av unga TILs att odlingstiden spelar
signifikant roll for den objektiva responsen. Med denna teknik minimerar man odlingstiden,
odlar alla celler 1 en enda kultur (till skillnad fran de konventionella teknikerna) samt hoppar
over steget dar man selekterar for IFN-y-produktion. Med denna teknik uppnaddes en objektiv
respons pd 50 %.

DISKUSSION

Manga tidigare behandlingar mot melanom, till exempel IL-2 och dacarbazine (kemoterapi)
har tidigare endast visat objektiv respons 1 nagra fa procent av fallen (Dudley et al., 2008) och
man har ocksa haft svart att bedoma vilken egentlig pdverkan exempelvis behandling med IL-
2 har pa overlevnaden (Weide et al., 2010). Adoptiv immunterapi har nétt upp till 72% 1
objektiv respons (Rosenberg et al., 2011) vilket tyder pa att denna typ av behandling kan vara
framtiden inom immunterapibehandling av melanom.

Ett av de storsta problemen med adoptiv immunterapi dr att det krdver avancerad teknik,
mycket resurser och kunnig personal, nagot som inte kan erbjudas pa alla sjukhus. Vid
framstillning av unga TILs krévs inte lika mycket resurser da odlingsprotokollet inte &r lika
avancerat som i de konventionella protokollen. En annan positiv aspekt med denna metod ar
att framstéllningen gér snabbare och risken for ytterligare spridning av tumoérer fore
behandling reduceras. Denna korta odlingstid visade sig dessutom 1 en studie av Besser et al.,
(2010) ha en signifikant positiv inverkan pa den objektiva responsen. Under denna korta
odlingstid hinner dock inte lika manga T-celler bildas som i de konventionella protokollen
(Gattinoni et al., 2006) men enligt Gattinoni et al., (2005) ar funktionen hos de tumorreaktiva
T-cellerna snarare dn antalet viktigast for effekten mot tumorer. Mgjligtvis uppvégs da det
farre antalet med hogre effektivitet. Detta betyder ocksd att métningar av méngden
tumorspecifika T-celler kanske inte enbart racker som indikation pa en effektiv behandling
och man borde dirfor dven studera hur effektiviteten hos T-cellerna kan métas och vilka
faktorer som avgor detta.

Toxicitet som foljer behandlingen dr en annan negativ aspekt med adoptiv immunterapi
(liksom med ett flertal andra immunterapier) dar utvecklingsmojligheter finns.
Immunreducering med kemoterapi och stralning fore behandling har visat sig ge betydande
biverkningar (Dudley et al., 2008) samtidigt som denna forbehandling véldigt betydelsefull
for ett effektivt immunsvar och framgangsrik behandling (Gattinoni et al., 2005). Istéllet for
att behandla systemiskt med dessa metoder borde man titta pa mer specifika sitt att undanréja
de regulatoriska hinder som stér 1 viagen for de tumorreaktiva CD8+ T-cellerna. Himning av
de T-regulatoriska cellerna skulle kunna vara en metod dé det visat sig att immunsvar vicks
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mot autologa tumorer da dessa tas bort (Shimizu et al., 1999). Man bor dock vara forsiktig da
autoimmunitet dr en Overhdngande risk vid hdmning av dessa. Konkurrens med icke-
tumorspecifika celler 6ver de stimulerande cytokinerna IL-7 och IL-15 &r en annan aspekt
man vill undkomma med hjilp av forbehandlingen (Gattinoni et al., 2005). Om man istéllet
injicerade dessa cytokiner i samband med celloverforingen skulle rimligtvis forbehandlingens
intensitet kunna sénkas. IL-2 behandling i samband med injicering av de odlade T-celllerna ar
den andra huvudsakliga orsaken till toxicitet. I en studie av Weide et al., (2010) om
behandling med endast IL-2 undkom man till stor del denna toxicitet genom att injicera IL-2
intratumoralt 1 stdllet for systemiskt. Denna metod skulle kanske kunna appliceras vid
anvéndningen av IL-2 till adoptiv cellterapi ocksa.

I de fall didr man inte har mojlighet att komma at tumorceller att odla kan man som tidigare
ndmnt anvinda sig av genetiskt modifierade perifera blodlymfocyter. Dessa krdaver dock
mycket resurser och avancerad teknik att tillverka, men de é&r ett alternativ om tumoren sitter
illa till. Enligt Morgan et al., (2006) finns mycket kvar att utveckla och forbittra med denna
metod, som exempelvis att testa andra virusvektorer, anvinda TCRer med hogre affinitet och
forsoka hitta mer effektiva subpopulationer av PBLs.

Kan man undanrdja de hinder som diskuterats ovan kan adoptiv immunterapi absolut tinkas
vara en framgangsrik behandlingsstrategi inom immunterapibehandling mot melanom i
framtiden, da effektiviteten hos de Ovriga immunterapierna ldmnar mycket att Onska.
Behandlingar med exempelvis IL-2 har dessutom visat sig ha sidmre effekt i behandling av
senare stadier av melanom (Weide et al., 2010). Att kombinera adoptiv celltransfer med andra
strategier inom immunterapin som till exempel antikroppar mot regulatoriska receptorer hos
T-celler, TLR-9 agonister och vaccinering skulle troligtvis ocksa oka effektiviteten. Mer
forskning pa sadana kombinationer skulle vara Onskvdrt. Som slutsats kan man sédga att
adoptiv immunterapi har visat sig vara en effektiv behandlingsform pa frammarsch inom
immunterapibehandlingen mot melanom. Mer forskning behdvs for att utveckla den
komplexa tekniken, vidga mojligheterna att kombinera den adoptiva immunterapin med
tidigare beprovade behandlingsstrategier samt forenkla behandlingen och goéra den tillgdnglig
for fler sjukhus.
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