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SAMMANFATTNING

Immunforsvaret spelar en viktig roll i eliminering av tumorceller. Studier har visat att individer
med nedsatt immunforsvar har storre benigenhet att utveckla tumoérer och sedan slutet av 1800-
talet har man studerat kopplingen mellan immunfoérsvar och cancer. Ménga intressanta
behandlingsmetoder dir man utnyttjar kroppens egna fOrsvar for att eliminera tumdrer har
utvecklats sedan dess. Adoptiv immunterapi mot cancer dr en behandlingsform som de senaste
aren ront stort intresse och studier har visat lovande resultat hos patienter med olika
cancerformer. Genom att isolera T-celler fran patienter, expandera dem ex vivo och sedan éterfora
T-cellerna till samma patient, kan immunforsvaret mot tumorceller forstarkas. 2013 utndmndes
adoptiv immunterapi till "Breakthrough of the Year” av tidningen Science.

Kliniska studier med naturligt forekommande tumdrreaktiva T-celler, &dven kallade
tumdrinfiltrerande lymfocyter (TIL) har gett lovande resultat sérskilt pa patienter med malignt
melanom. Det har dock visats vara svéart att anvdnda adoptiv T-cellsbehandling med TIL mot
andra cancerformer 4n melanom, da antalet tumorinfiltrerade T-celler som har kunnat isoleras har
varit alldeles for 1agt. For att komma runt problemet har mgjligheten att expandera icke specifika
T-celler undersokts. Genom att genetiskt modifiera T-cellerna med receptorer som kénner igen
tumorassocierade antigen (TAA) kan cellerna ges tumdrspecificiteten de annars saknar. De tva
receptortyperna som framforallt har modifierats dr T-cellsreceptorn (TCR) och chiméra
antigenreceptorer (CAR).

T-celler med genetiskt modifierade TCR har visat bra effekt framforallt 1 individer med
melanom. De dr dock inte alltid effektiva da TCR-modifierade T-celler dr beroende av major
histocompatibility complex-molekyler (MHC) for att de ska kdnna igen antigen och aktiveras.
Eftersom tumorer kan skapa en immunsupprimerande miljo och nedreglera uttrycket av MHC, ar
detta ett problem. For att 6verkomma problemet har chiméra antigenreceptorer (CAR) utvecklats.
Chimédra antigenreceptorer dr en syntetisk receptor som kombinerar antikroppens forméga att
kdnna igen antigen med T-cellreceptorns formaga att aktivera T-cellens tumdrdddande
egenskaper. CAR ér inte dr beroende av MHC-molekyler for att kiinna igen antigen, utan kdnner
istdllet igen antigen pa malcellens yta. Kliniska studier med CAR T-celler har visat lovande
resultat pa patienter med bland annat kronisk lymfatisk leukemi.

Trots lovande resultat fran kliniska studier finns det flera hinder som maéste dverkommas innan
adoptiv T-cellsbehandling kan anvidndas som standard pé kliniker bade pa djur- och humansidan.
Behandlingen ir i dagslidget vildigt dyr och kostnaderna maste fas ned genom att férenkla och
effektivisera framstéllningen av de modifierade T-cellerna. Specificiteten hos de modifierade T-
cellerna méste forbattras for att undvika allvarliga biverkningar. Antigen som dr gemensamma for
tumorceller och kroppens normala celler kan leda till on-target off-tumor-toxicitet, en biverkning
dd T-cellerna attackerar kroppens friska védvnad, vilket kan leda till svéra péafoljder for
patienterna.



SUMMARY

The immune system plays an important role in the elimination of tumour cells. Research shows
that an individual with an impaired immune system runs a higher risk of developing tumours.
Since the late 1800s researchers have looked into the connection between the immune defence
and cancer. Adoptive immunotherapy as a treatment against cancer is a subject of heightened
interest. The procedure of isolating T cells from patients, expanding them ex vivo and reintroduce
them to the patient, has been shown to enhance the immune response against tumour cells.

Tumour-infiltrating lymphocytes (TIL) have been used in clinical studies with promising results
in patients with malignant melanoma. Though adoptive immunotherapy with TIL has been
successful it has yet to be improved for use in other forms of cancer with a low number of TILs.
Genetically modified T cells have in the last few years given researchers the tools to overcome
that obstacle. The two main receptor types getting most attention are T cell receptors (TCRs) and
chimeric antigen receptors (CAR).

Genetically modified TCRs have shown promising results in individuals with melanoma.
Because TCRs are dependent on major histocompatibility complex molecules (MHC) to
recognise antigen, they are not always applicable in this form of treatment because many tumours
have the ability to down regulate MHC. Chimeric antigen receptors are synthetic receptors that
are not dependent on MHC to be able to recognize antigens. Instead they recognize antigens
displayed on the cells surface. So far CAR T cells have shown the most promising results on
patients with haematological tumours.

Future challenges for adoptive T cell treatment are to enhance the specificity of the modified T
cells. Target antigens that are expressed by both the tumour cells and normal healthy cells can
result in on-target off-tumour toxicity. This is when T cells target healthy tissue, which can lead
to severe side effects. Adoptive T cell treatment is an expensive treatment and for clinics to be
able to use it the costs have to decrease significantly. The way to do that is to make the
production of modified T cells more effective and simple.



INLEDNING

Cancer dr en svéar sjukdom hos bdde ménniska och hund. Cancer dr en av de ledande
dodsorsakerna hos hundar i Sverige (Dobson et al., 2002) och djurdgarna stéller allt hogre
onskemél och krav pa djursjukhusen vad géller behandling av deras djur (Prof. Ronnberg, H.,
Fakulteten for veterindrmedicin och husdjursvetenskap, SLU, pers. medd., 2016-02-29), varfor
detta dr ett angeldget omrdde for forskning och utveckling av nya behandlingsmetoder béden
inom veterindr- och humanmedicin. Under de senaste tvd drtiondena har forskningen kring
omradet adoptiv immunterapi intensifierats (Regan et al., 2016) och prekliniska och kliniska
studier har visat intressanta resultat. Darfor valde tidskriften Science att 2013 utndmna
immunterapin till ”Breakthrough of the Year” (Couzin-Frankel, 2013).

Syftet med denna litteraturstudie dr att sammanfatta anvéindningen av adoptiv immunterapi pé
minniska och hund. Fokus kommer att ligga pd anvdndningen av kroppsegna T-celler for att
behandla olika sorters tumorer. Det har visat sig vara mgjligt att stoppa tillvixten och 1 vissa fall
helt utplana tumoérer med hjdlp av adoptiv T-cellsbehandling. Prekliniska och kliniska studier
med autologa tumdrinfiltrerande lymfocyter (TIL) och genetiskt modifierade T-celler har visat
vildigt lovande resultat pad individer med olika sorters tumorer. Det medfoljer dock fortfarande
allvarliga biverkningar med dessa behandlingsformer.

Fragan ar hur langt forskningen kommit vad géller adoptiv T-cellsbehandling mot cancer? Vilka
mojligheter finns det 1 dagsldget att behandla cancerpatienter med genetiskt modifierade T-celler?
Vad aterstdr att gora innan man kan anvédnda sig av adoptiv T-cellsbehandling inom béde
veterindr- och humanmedicin?

MATERIAL OCH METODER

Litteratur till den hér studien erhélls via databaserna PubMed, Web of science och Google
scholar. S6kord som anvénts dr bland annat (immunotherapy OR immunology) AND (cancer OR
tumour OR neoplasia) AND (canine OR dog) (T cells) AND (CAR OR TCR). Flera olika
kombinationer av dessa sokord har anvints for att f4 fram relevant litteratur. Referenslistor fran
vetenskapliga artiklar har ocksa anvints for att hitta mer litteratur kring dmnet.

LITTERATUROVERSIKT

Det har lange diskuterats kring immunf6rsvarets funktion i att motverka utvecklingen av tumorer.
Redan i slutet av 1800-talet markte William Coley kopplingen (Parish, 2003) d& han gjorde
forsok med att injicera cancerpatienter med S. pyogenes and Serratia marcescens. Behandlingen
med bakterier visade sig minska tumorernas storlek (Hoption Cann et al, 2003) och
immunforsvarets roll i kampen mot cancer fick sin borjan. Sedan Coley’s forsta studier har
manga intressanta immunologiska behandlingsmetoder dir man utnyttjar kroppens egna forsvar
for att eliminera tumdrer utvecklats. Bade det medfodda och det adaptiva immunforsvaret har
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studerats ur den hdr aspekten. For att amplifiera ett immunsvar frdn det medfédda ospecifika
immunforsvaret anvinds sa kallade biologiska responsmodifierare (BRM). BRM kan vara
bakterier, virus, cytokiner som IL-2, IL-12 och TNF-a. (Regan et al., 2016). Forsok med Bacillus
Calmette-Guéri (BCG), som idr en forsvagad stam av Mycobacterium bovis, har visat sig ha en
tumordddande effekt pa flera olika cancerformer, framfor allt cancer i1 urinblasan (Killick ez al.,
2015). Problemet med immunterapi med hjdlp av det medfodda immunforsvaret dr att forsvaret
inte utvecklar ett minne. Det kan inte komma ihdg antigen som det utsatts for tidigare, vilket
betyder att upprepade behandlingar maste ges for att stimulera immunforsvaret och hélla
tumdrerna borta (Regan ef al., 2016).

Det adaptiva forsvaret dr ldngsammare, men déremot dr immunsvaret specifikt. Forsvaret bestar
av B- och T-celler. Det adaptiva forsvaret har formaga att kidnna igen fraimmande antigener,
komma ihdg dem och sedan forstdra dem nér de stoter pd dem igen. Sedan ldnge har monoklonala
antikroppar anvénts inom immunterapin (Biller, 2007) och forsok att fa fram cancervaccin pagar
kontinuerligt (Gilboa, 2004; Bergman, 2007; Andersen et al., 2013). T-cellernas roll inom
immunterapin 4r varierad. CD4 " T-cellerna #r s kallade T-hjilparceller. De har flera funktioner,
bland annat producerar de IL-2 som forstirker proliferationen av CD8" T-celler. Regulatoriska
T-celler (Tre) dr en undergrupp av CD4" T-celler och studier har visat att regulatoriska T-celler
kan ddmpa anti-tum6r immunsvar genom att utsondra immundédmpande cytokiner som TGF-f3
och IL-10 (Bergman, 2014). I de foljande avsnitten kommer fokus ligga pa cytotoxiska CD8" T-
celler, da de visat sig ha stor betydelse for prognosen for individer med cancer.

T-cellers roll inom immunterapin

Under de senaste drtiondena har kunskaperna kring T-cellers roll 1 behandlingen av cancer 6kat.
Studier har kunnat visa ett tydligt samband mellan antal tumérinfiltrerande cytotoxiska CD8" T-
celler och Overlevnad hos minniskor med bland annat colorektal cancer, lungcancer och
livmoderhalscancer (Sytse J Piersma, 2007; O’Connor & Wilson-Robles, 2014). Ju hégre andel
CD8" T-celler i tumdrvivnaden och perifert, desto mindre risk for metastaser och dirmed bittre
prognos. Liknande observationer har dven gjorts pd hundar med juvertumdrer, dir 6kade nivaer
av CD8" T-celler i tumdrerna korrelerade med minskad metastasrisk (Estrela-Lima et al., 2010). I
en studie observerade forskare att hundar med osteosarkom som uppvisade minskande antal
CDS8" T-celler hade en kortare dverlevnadstid (O’Connor & Wilson-Robles, 2014). Cellerna
verkar dock inte alltid ha tillrackligt med kraft att doda tumorcellerna trots att de till en hog grad
kan infiltrera tumoéren. Anledningen till detta kan vara att tumdrerna ofta uttrycker flera olika
proteiner vilka skapar en immunsupprimerande milj6 som gor att T-cellerna inte kan proliferera.
Att T-cellerna inte kan utfora sin uppgift har fitt forskarna att fundera pa hur man ska komma
runt problemet (Marincola et al., 1999).

En T-cellsbaserad immunterapi som rdnt stort intresse inom immunologin de senaste aren &r s.k.
adoptiv T-cellsbehandling. Forskarna har hir gjort forsok med att isolera och aktivera T-celler
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frén patienten. Metoden bygger pa att ndr T-cellerna tas ur den immunsupprimerande miljon kan
de expanderas kraftigt ex vivo for att sedan &terforas till samma individ och ge ett Okat
immunsvar. Denna form av behandling har visat sig ge bra resultat (Parish, 2003).

T-cellreceptorns struktur och funktion

Inom adoptiv T-cellsbehandling #r det vanligast att det anvinds CD8" T-celler som har kapacitet
att doda tumorcellen direkt (Sytse J Piersma, 2007; Wu et al., 2012; Duong et al., 2015). T-celler
har pd sin cellyta en T-cells receptor (TCR) som &r en heterodimer och bestar av en a- och en B-
kedja. a- och B-kedjan bestdr i sin tur av en variabel och en konstant region. Pa receptorns
variabla regioner finns CDR-loopar. Det dr denna del av receptorn som kénner igen och fister till
antigen pd malcellen. Vid T-cellsreceptorn sitter dven CD3-komplexet som hjdlper T-
cellsreceptorn att skicka vidare signaler som aktiverar T-cellen (Harris & Kranz, 2016).
Peptidfragment av antigenet presenteras for T-cellen pd malcellens yta med hjélp av major
histocompatibility complex-molekyler (MHC). TCR har férmégan att kiinna igen och aktivera T-
cellen med hjdlp av sa lite som ett enda MHC/peptid-komplex (Sykulev et al., 1996). Det ar
denna enorma kénslighet, som gor att TCR kan kdnna igen tumorassocierade antigen (TAA) dven
om de endast skulle uttryckas 1 véldigt laga nivaer (Harris & Kranz, 2016). Nér T-cellerna stoter
pa celler som uppvisar antigen de kinner igen, kan de inducera celldod genom att sldppa ifrén sig
perforiner som skapar porer i mélcellens membran, vilket mgjliggdr for granzymer att ta sig in 1
cellerna och inducerar apoptos. Apoptos induceras dven ndr Fas-ligand (FasL) binder till en Fas-
receptor pd tumorcellen och inducerar en kaspaskaskad som leder till apoptos (Essand & Loskog,
2013).

Efter behandling med cytostatika kan tumorer uppvisa neoantigen — nya antigen som tidigare inte
uppfattats av immunsystemet. Dessa neoantigen dr ypperliga for T-cellerna att uppfatta som
frimmande och didrmed kunna kénna igen och doda tumorcellerna. Eftersom antalet T-celler dock
minskar efter cytostatikabehandling, kan det vara en orsak till att de inte har kraft nog att doéda
tumorerna (O’Connor & Wilson-Robles, 2014). En studie med lovande resultat har gjorts pa
hundar med B-cells non-Hodgkins lymfom. Flertalet studier har visat att ju snabbare T-cellerna
aterhdmtar sig efter cytostatikabehandling, desto béttre prognos har patienterna. I denna studie
behandlades 8 hundar forst med cytostatika och direfter fick de tre infusioner av autologa icke
specifika T-celler som expanderats ex vivo med hjilp av artificiella antigenpresenterande celler.
Resultaten visade att T-cellerna Gverlevde minst 49 dagar, tog sig till vdvnaderna dir
tumorcellerna befann sig vilket ledde till forlingd Overlevnad hos de behandlade hundarna
jamfort med kontrollhundar som enbart fétt cytostatikabehandling. Mediandverlevnaden 6kade
frdn 167 dagar till 392 dagar och den tumdrfria tiden fran 71 dagar till 338 dagar. Denna studie
anses vara en bra grund for att vidareutveckla behandlingar med genmodifierade T-celler
(O’Connor et al., 2012).



TIL — tumorinfiltrerande lymfocyter

For att oka aktiviteten hos T-celler med tumorspecificitet utnyttjas naturligt forekommande
tumorreaktiva T-celler, dven kallade tumdrinfiltrerande lymfocyter (TIL). Dessa isolerades och
extraherades direkt frdn cancerpatienters tumdrer. Metoden testades mer specifikt pa patienter
med malignt melanom (Marincola et al., 1999; Restifo et al., 2012). Kliniska studier med TIL pa
malignt melanom-patienter har visat pd goda resultat. Av 93 personer som var med i studien
svarade 56 % pa behandlingen och av dem var det 20 stycken som visade en fullstindig
regression av tumorerna. Efter 3 &r visade fortfarande 19 personer en pagéende regression
(Rosenberg et al., 2011).

Aven om forsok har gjorts pa andra typer av tumérer, har behandling med TIL huvudsakligen
kunnat anvindas mot melanom och inga kliniska studier har gjorts pd hundar med hjélp av TIL.
Det har visat sig svart att isolera och extrahera tillrdckligt stora antal av TIL fran andra sorters
tumorer &n melanom (Duong ef al., 2015). Att pa genetisk vig modifiera T-celler 6ppnar dock
mojligheten att pd kort tid producera en stor mangd TAA-specifika T-celler och dirmed oka
effektiviteten av adoptiv T-cellsbehandling.

Genetisk modifierade TCR T-celler

Forskning kring genmodifiering av T-celler har ront stort intresse (Hinrichs & Rosenberg, 2014).
Mojligheten att genetiskt modifiera T-celler genom att Gverfora receptorer med tumdrspecificitet,
har varit mél for intensiv forskning de senaste dren (Regan ef al., 2016). De tvé receptortyperna
som huvudsakligen studerats och modifierats ar T-cellsreceptorer (TCR) och chimira
antigenreceptorer (CAR). De ér uppbyggda pa olika sétt och har olika sétt att kdnna igen
tumorassocierade antigen (TAA).

Principen bygger pa att icke specifika perifera T-celler isoleras och expanderas ex vivo. TCR-
generna fran TAA-specifika TCR:er klonas och 6verfors med virala vektorer som t.ex. retrovirus
eller lentivirus. Retrovirus och lentivirus ir de gendverforingsvektorer som anvénts mest 1 forsok.
Fordelarna med att anvinda virus &r att de resulterar i en ldngvarig modifiering av genomet.
Generna inkorporeras 1 cellens DNA och resultatet blir att den modifierade T-cellen far en ny
specificitet (Shi et al., 2013; Srivastava & Riddell, 2015).

For att hitta de receptorer som ska klonas har forsok gjorts dir det tagits tumorinfiltrerande
lymfocyter fran personer med melanom. Dessa T-celler visade affinitet for antigenet MART-1.
MART-1 é&r ett protein som dr vanligt forekommande hos malignt melanom och yttrycks dven av
vanliga melanocyter (Fetsch et al., 1999). Cellerna klonades, generna for TCR:en isolerades och
fordes Over till samma patient, men till T-celler som inte visat specificitet for MART-1. Forsoket
visade att cellernas specificitet kunde dndras pa det hir séttet (Johnson et al., 2006). Tekniken
kraver dock att T-celler fran méanniskor kan lokaliseras och extraheras, vilket har visat sig inte
alltid vara sé létt. P4 grund av detta har transgena moss blivit véldigt viktiga f6r denna typ av
forskning. Genom att anvinda transgena mdss har forskare lyckats producera TCR T-celler mot
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humana TAA som p53 och Carcinoembryonic antigen (CEA). TCR isoleras fran mdssen, generna
klonas och rekombinanta vektorer Overfors sedan till patientens kroppsegna celler som da
kommer uttrycka TCR fran de transgena mossen (Cohen et al., 2005; Parkhurst et al., 2009; Park
etal.,2011).

Kliniska studier

TCR med affinitet for antigenerna MART-1 och gp100 fran transgena moss expanderades ex vivo
och gavs till 36 patienter med metastatiskt melanom. Av de patienter som fick TCR fran
transgena mass visade 19 % pa tumorregression. Svéra biverkningar uppkom dock da T-cellerna
dven riktade in sig pa melanocyter pa hud, 6gon och 6ron vilket i ndgra fall resulterade i uveit och
horselbortfall (Johnson et al., 2006).

Forsok har dven gjorts pd personer med metastaserande synovialt sarkom och melanom. I
forsoket anvindes modifierade TCR T-celler mot antigenet NY-ESO-1. Detta antigen har visat
sig vara bra att anvénda sig av, eftersom det uttrycks enbart av tumorer och inte av normal
viavnad. Ingen on-target off-tumor—toxicitet uppvisades i studien. Fyra av sex patienter med
synovialt sarkom och fem av elva patienter med melanom, uppnadde objektiv klinisk respons.
Tva av patienterna med melanom uppvisade en komplett regression av tumdrerna som holl i sig
over ett ar. En av patienterna med synovialt sarkom visade pa partiell respons vilken var
kvarstaende fortfarande efter 18 manader (Robbins et al., 2011).

Biverkningar

Aven om behandling med modifierade TCR T-celler har visat p positiva resultat i, uppstar det en
del allvarliga biverkningar som méste minimeras innan metoden kan anvédndas sdkert. En av de
allvarligaste biverkningarna dr s.k. on-target off-tumor-toxicitet. Eftersom vissa av TCR T-
cellerna riktar sig mot antigen som &@ven uttrycks av normal vivnad, kan de ibland attackera
friska organ. Om dessa organ &r livsviktiga kan biverkningarna bli mycket allvarliga (Baas,
2013).

I en genomford studie 1 dmnet behandlades 9 cancerpatienter med TCR T-celler riktade mot
antigenet MAGE-A3. Visserligen uppstod det hos 5 av patienterna en klinisk regression, men tva
av patienterna avled pa grund av neurologisk toxicitet. Nervcellsdoden tros bero pa en
inflammation orsakad av de modifierade TCR T-cellerna som reagerat pa ett liknande antigen,
MAGE-12, som forskare tidigare inte visste fanns i hjarnan (Morgan et al., 2013).

Ett annat problem med TCR T-celler dr att de &r beroende av MHC-molekyler for att kunna
kdnna igen antigen. Tumorceller har mojlighet att nedreglera MHC-molekyler, vilket gor att T-
cellerna dd inte kan kdnna igen antigen (Drake et al., 2006). Losningen pa det kan vara en
syntetisk form av receptor; chimér antigenreceptor (CAR). CAR ér inte beroende av MHC-



molekyler for att uppticka antigen. Det d&r numera CAR T-celler som anvinds mest 1 kliniska
studier (Harris & Kranz, 2016).

CAR T-celler

En chimir antigenreceptor dr helt syntetiskt konstruerad. CAR é&r en rekombinant receptor som
kombinerar antikroppens formaga att kdnna igen och binda till ett antigen med T-cellreceptorns
forméga att aktivera T-cellens tumorddodande egenskaper. Receptorn utgors av flera delar. Den
extracelluldra delen bestér av de variabla regionerna av de tunga (TK) och létta kedjorna (LK) pé
en monoklonal antikropp. De variabla regionerna kopplas ithop med en ldnk av peptider och
bildar en “single chain variable domain” (scFv). Detta dr den antigenbindande delen av CAR.
Den extracelluldra delen kopplas till en transmembrands del. Kopplingen ska vara flexibel sa att
den antigenbindande delen har mojlighet att rora pd sig och binda till antigenet. Kopplingen kan
t.ex. bestd av IgG, men diskussioner pdgar angdende vilken typ av koppling som fungerar bést
(Srivastava & Riddell, 2015). Den transmembrandsa delen forankrar receptorn i cellmembranet
och bestar av antingen CD28 eller CD3(. Den intracelluldra delen dr den signaldverforande
domédnen som aktiverar de tumdérdodande effekterna hos T-cellen. I den forsta generationen av
CAR bestod den intracelluldra delen endast av signaldoméanen CD3( fran en TCR. Forsok visade
dock att signalen inte var sa stark eller langvarig. I tredje generationens CAR inkorporerades
ddarmed kostimulatoriska signalforstirkande doméner som CD28, OX40 och 4-1BB. For att T-
cellen ska aktiveras méste fosforylering av ITAM:s ske. Vid CD3( finns tre stycken ITAM:s fdsta
(Jena et al., 2013; Dotti et al., 2014).

CAR T-celler mojliggér behandling med T-celler oberoende av MHC-molekyler. Flertalet
monoklonala antikroppar mot tumér associerade antigen (TAA) har redan identifierats bade pa
human- och djursidan. Dessa kan anvédndas for att konstruera CAR vilket innebédr att det
omstdndliga jobbet med att isolera passande TCR kan uteslutas (DeRenzo & Gottschalk, 2014).
Nackdelen dr dock att CAR T-celler endast kan kdnna igen antigen pad cellytan, varfor
intracelluldra antigen forblir oupptéckta (Duong et al., 2015).

Kliniska studier

CDI19 ir ett antigen som utrycks av bade normala och maligna B-celler (Essand & Loskog,
2013). CD19 ir ett bra antigen att konstruera CAR T-celler mot, da &ven om T-cellerna forstor de
normala B-cellerna, dr konsekvenserna av det hanterbara och behandlingsbara. 1 ett forsok
testades CD19 TCR T-celler pa tre patienter som led av kronisk lymfatisk leukemi och hade
utvecklat resistens mot cellgiftsbehandling. Studien visade att en CAR T-cell 1 snitt kunde doda
1000 leukemiceller in vivo. Effekten av T-cellerna kvarstod minst 6 ménader i1 blod och benmérg.
Av de tre patienterna som behandlades uppvisade tva stycken komplett respons och en partiell
respons som hade héllit i sig 1 8 manader (Kalos et al., 2011).

CAR T-celler riktade mot antigenet ERBB2 testades 2010 pé en patient. ERBB2 tillhdr familjen



epidermal tillvixtfaktor som uttrycks i1 flera cancerformer, framforallt brostcancer. I tidigare
kliniska studier pa brdstcancerpatienter hade man sett bra kliniska effekt av monoklonala
antikroppar riktade mot ERBB2. I studien av Morgan et al. utvecklades CAR T-celler som skulle
rikta sig mot detta antigen. Patienten som injicerades med CAR T-cellerna fick en stark reaktion.
Redan efter 15 minuter efter att hon injicerades med CAR T-cellerna fick hon svérigheter att
andas och efter nigra dagar avled hon. Anledningen till detta tros vara att CAR T-cellerna
forutom att inrikta sig pd tumorcellerna dven kidnde igen ERBB2 som uttrycktes i normala
lungceller, varpd inflammatoriska cytokiner utsondrades vilket till slut ledde till en s.k.
cytokinstorm (hypercytokinemi). Detta ledde till lungédem och till slut en total organsvikt varpé
patienten avled (Morgan ef al, 2010). Tidigare prekliniska studier hade gjorts pd mdss med
humana brostcancer-tumorer och resultatet fran den studien var lovande och visade inte pa de
biverkningarna som sedan uppstod i den humana studien (Zhao et al., 2009).

Hittills verkar det som att de bdsta resultaten har kommit frin forsék som riktar in sig pd CD19-
antigenet. Ar 2014 rapporterades det om en studie dir 30 patienter, bade barn och vuxna, med
akut lymfatisk leukemi behandlades med CAR T-celler riktade mot CDI19. Vuxna med
aterkommande lymfatisk leukemi har en dalig prognos och det 4dr den ledande dodsorsaken inom
barncancer. En manad efter behandlingen uppvisade 27 av de 30 patienterna fullstindig
remission. Uppfoljning gjordes mellan 2-24 manader och av dessa 27 patienter visade 19
patienter pdgaende remission (Maude ef al., 2014).

An s linge har forsok med CAR T-celler pa hundar inte kommit lika léngt som pa humansidan.
Framsteg gors dock hela tiden. Man har lyckats producera CAR T-celler riktade mot HER2-
positiva osteosarkom hos hund. I studien testades bdde CAR med en human transmembrands-
och signaldverforande del och CAR dir alla delarna var fran hund. Bida varianterna visade sig
vara 1 princip lika effektiva pa att doda tumorcellerna. Detta innebér att det &r mgjligt att skapa
CAR T-celler riktade mot tumorceller hos hund (Mata ef al., 2014). En pilotstudie dr sedan maj
2015 igéng pé University of Pennsylvania School of Veterinary Medicine, ledd av Nicola Mason.
I studien behandlas hundar med B-cells lymfom med CAR T-celler riktade mot antigenet CD20.
Inga resultat frdn studien har dock publicerats dn (Penn Vet | Canine Lymphoma - RNA-
transfected CD40-B Cell Vaccines for Dogs With Newly Diagnosed Lymphoma - Re-directed
Autologous T cell Therapy for drug resistant or refractory CD20+ B cell lymphoma).

Biverkningar

Trots att lovande resultat har kommit frén flera studier gar det inte att komma ifran att allvarliga
biverkningar fortfarande uppkommer med behandling av CAR T-celler. En av dessa dr “cytokine
release syndrome” (CRS) som har beskrivits hédr ovan. Frisdttningen av cytokiner dr ofrdnkomligt
vid behandling med CAR T-celler, men i de flesta fallen dr de hanterbara och kan behandlas med
bland annat glukokortikoider. (Xu & Tang, 2014). Det dr ndr nivderna av cytokiner Okar
dramatiskt som det kan drabba vissa patienter vildigt svért. Fall har rapporterats dir personer har
avlidit pd grund av detta (Morgan et al., 2006; Brentjens et al., 2010).



Tumor lysis syndrome (TLS) uppstar nir tumdrerna dor och deras innehall frigors till blodbanan
(Howard et al., 2011). Detta kan leda till hyperkalemi, hyperfosfatemi och hypocalcemi, som 1
sin tur kan leda till bland annat arytmier och njurskador (Porter et al., 2011). B-cellsaplasi dr en
annan biverkning som ofta uppstar hos patienter behandlade med anti-CD19 CAR T-celler. Detta
ar dock behandlingsbart med intravendsa injektioner av IgG och ér inte livshotande (Essand &
Loskog, 2013; Duong et al., 2015).

DISKUSSION

Cellgiftsbehandling, stralning och kirurgi har etablerat sig som standardbehandlingarna for bade
djur och ménniskor med cancer. De senaste artiondena har dock adoptiv immunterapi med T-
celler véckt forskares uppmérksamhet och mojligheterna att immunterapin ska bli en etablerad
behandlingsform mot cancer borjar ndrma sig. Det 4terstdr dock flera hinder innan
behandlingsmetoden kommer vara en sjédlvklar del pa klinikerna.

Forskningen inom adoptiv T-cellsbehandling har &n s& linge inte kommit lika ldngt inom
veterindirmedicinen som den har pd humansidan. Dock gors det framsteg hela tiden och
mojligheterna att immunterapin ska kunna anvéndas frekvent for behandling mot cancer hos hund
ndrmar sig med stormsteg (Anderson & Modiano, 2015). Cancer hos hundar dr dven en utmérkt
mojlighet att fungera som en komparativ modell for cancer hos ménniskor. Hundar, till skillnad
mot transgena mdss, dr immunokompetenta, dr genetiskt véldigt lika manniskor, lever i samma
miljoer som vi och tumdrer uppstdr hos alla raser (Paoloni & Khanna, 2008). Kliniska forsok pa
hundar skulle ddrmed inte bara forldnga livet pa hundar utan dven formedla viktig information till
humana studier.

Adoptiv immunterapi har kommit langt sedan de forsta kliniska studierna. Att kunna extrahera T-
celler fran patienters melanom, expandera dem ex vivo, for att sedan éterfora till patienter, har
visat pa resultat som tidigare inte setts hos patienter med malignt melanom. I flera fall har
langvarig total remission kunnat pévisas. Det har dock varit komplicerat att applicera behandling
med TIL pé andra sorters tumdrer di det har visat sig vara svart att extrahera och expandera ett
tillrackligt stort antal T-celler fran andra tumortyper (Duong et al., 2015). For att 6verkomma den
problematiken har det gjorts forsok med genetisk modifierade T-celler. I dagsldget gors den
mesta forskningen pd TCR T-celler och CAR T-celler (Hinrichs & Rosenberg, 2014).

Modifierade TCR T-celler har testats pd flera olika tumoértyper, bland annat melanom och
synovialt sarkom, med varierande resultat (Johnson et al., 2006; Robbins et al., 2011). Det som
ska tas 1 hinsyn dr de svira biverkningarna som kan uppstd med denna behandling. Den
vanligaste, och farligaste, dr on-target off-tumor-toxicitet d& TCR T-cellerna dven attackerar
normal frisk vivnad (Baas, 2013). Detta gor att behovet att identifiera och anvédnda sig av
antigener som endast uttrycks av tumorceller dr avgodrande. Alternativt kan sjélvantigen som
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uttrycks av tumorceller och organ av mindre betydelse vara en 16sning. P4 detta sitt skulle
biverkningarna kunna reduceras och bli mindre allvarliga.

Modifierade TCR T-celler kan visa sig vara ineffektiva 1 vissa fall dd de &r beroende av MHC-
molekyler att uppvisa antigen for dem. Tumorer har en immunsupprimerande kapacitet och kan
bland annat nedreglera uttrycket av MHC-molekyler, vilket gor att TCR T-cellen inte aktiveras
(Drake et al., 2006). En annan form av genetiskt modifierad T-cell & CAR T-cellen som inte ar
beroende av MHC-molekyler for att aktiveras, utan kénner igen antigen pd tumorcellens yta.
CAR T-cellen kombinerar de bésta av tvd virldar, monoklona antikroppens kapacitet att kéinna
igen och fésta till antigen, samt T-cellreceptorns forméga att aktivera T-cellen (Jena et al., 2013)
(Srivastava & Riddell, 2015).

Mycket positiva resultat har visats i humana kliniska studier gjorda pd patienter med akut
lymfatisk leukemi (Maude et al., 2014) och flera kliniska studier pagér dér patienter med tumorer
av hematologiskt ursprung behandlas. Bland annat genomf6rs en studie pd Uppsala Universitet
som har visat lovande resultat hittills (Essand & Loskog, 2013).

Det som ocksé ar tydligt 1 studierna ar att behandlingarna for med sig allvarliga biverkningar.
Cytokine release syndrome (CRS) och tumor lysis syndrome (TLS) (Howard et al., 2011) &r de
allvarligaste som stotts pa hittills. I tva fall har CRS varit sd pass allvarlig att patienter har avlidit
(Brentjens ef al., 2010; Morgan et al., 2010).

Eftersom de modifierade T-cellerna 4r konstruerade att motstd de immunsupprimerande
mekanismerna frdn tumorceller, kan det uppsta allvarliga situationer om T-cellerna bara fortsétter
att expandera och inte dor in vivo. Darfor har forskare foreslagit att en s.k. ”suicide gene” som
inkorporerades i T-cellen. Om svér toxicitet uppstar (O’Connor & Wilson-Robles, 2014) finns déd
mojligheten att kontrollera T-cellens aktivitet.

Sammanfattningsvis har det uppvisats mycket bra resultat av anvindningen av modifierade T-
celler, men det finns mycket kvar att gora innan det kan anvindas i storre utstrickning pé
kliniker. Kostanden &r fortfarande hoga, runt 50 000 amerikanska dollar per patient (Anderson &
Modiano, 2015; Duong et al., 2015) och arbetet bakom kridvande, vilket i dagsldget forhindrar att
den hir sortens behandlingar skulle kunna anvindas dagligen pa kliniken. I framtiden kommer
formodligen modifierade T-celler inte kunna anvidndas som enda behandlingsmetod, men det kan
utgéra ett bra komplement till de mer traditionella behandlingarna som kirurgi,
cellgiftsbehandling och stralning.
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