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Sammandrag

Det har sedan lange varit kant att immunforsvaret spelar en viktig roll i att upptécka och
avlagsna begynnande tumorvaxt. Detta har utnyttjats i immunterapin dar man anvénder
kroppens egna immunforsvar for att behandla cancer. | en specifik typ av immunterapi
anvander man T-celler och modifierar deras receptorer for att skapa T-celler med chiméra
antigen-receptorer dven kallade CAR T-celler. Da vissa cancerceller uttrycker specifika
antigener konstrueras CAR T-celler som &r specifika for den tumorassocierade antigenen.
CAR T-cellerna kommer da att specifikt kunna binda till tuméren, utldsa cytokiner och déda
tumorcellen.

CAR T-cellsterapin har fatt stor uppmarksamhet pa senare tid och natt stora framgangar inom
behandling av leukemi samt lymfom. Patienter med aterfall av akut lymfatisk leukemi har
ofta en dalig prognos da cytostatika eller stralbehandling inte langre ar en effektiv
behandlingsform. Behandling med CAR T-celler har uppvisat mycket goda resultat for dessa
patienter som annars betraktas som obotliga. De lyckade resultaten fick forskningen att
fokusera pa att bredda terapiformen till att behandla solida tumérer, nagot som har visat sig
vara betydligt svarare. Detta beror delvis pa att det ar svart for CAR T-cellerna att nd den
solida tumoren samt att dessa tumaorer ofta skapar en immunhammande milj6. Det storsta
bakslaget for CAR T-cellsterapin &ar dock de allvarliga biverkningar som kan uppsta. Om det
antigen som CAR T-cellerna ar specifika for dven uttrycks pa normala celler kan det utlésa
kraftiga inflammatoriska responser, nagot som har lett till dodsfall i vissa forsok. Pa grund av
dessa kraftiga biverkningar har metoder for att reglera CAR T-cellerna framstéllts. Dessa
inkluderar bland annat inducerbara sjalvmordsgener vilka kan aktiveras ifall toxiska
biverkningar uppstar sa att CAR T-cellerna elimineras. Flera system har aven framtagits for
att géra CAR T-cellerna sa specifika som mojligt och undvika att de attackerar normal
vavnad.

Trots allvarliga biverkningar och problem med att skapa effektiva och specifika CAR T-celler
sa har denna terapiform anda natt stora framgangar. Stora forbéattringar har gjorts pa kort tid
och manga forskare menar att CAR T-cellsterapin kommer att kunna na klinisk rutin inom en
snar framtid.

Inledning

Vart immunforsvar verkar genom att kanna igen och attackera kroppsfrimmande amnen
sdsom bakterier och virus. Aven vissa typer av cancerceller kan urskiljas fran normala celler
och pa sa séatt attackeras av immunfarsvaret. Detta har utnyttjats i immunterapi, en
behandlingsform som har fatt stor uppmarksamhet pa senare ar (Hadrup et al. 2012). Ar 2013
utnamnde tidskriften Science immunterapin till arets framsta vetenskapliga genombrott och
stora resurser laggs pa att utveckla denna terapiform.

Immunterapi fokuserar pa att effektivisera och specificera kroppens immunresponser mot
tumarceller. Det finns flera olika typer av immunterapier som kan klassificeras i tva storre
grupper; aktiv och passiv terapi. Celluldra vacciner raknas som aktiv terapi medan behandling
med antikroppar eller T-celler betraktas som passiv terapi. | denna studie kommer jag att



fokusera pa en specifik metod av den senare klassen kallad for CAR T-cellterapi dar CAR star
for chiméra antigen-receptorer (Lin & Okada 2016).

| CAR T-cellterapi modifieras T-cellernas receptorer sa att de blir effektivare pa att binda till
tumorassocierade antigener (TAA). Dessa receptorproteiner har en extracelluldr, en
transmembran samt en intracellular signal doman och kan modifieras till att kdnna igen manga
olika antigener sdsom proteiner, kolhydrater och glykolipider (Chu et al. 2014). Tumorceller
minskar ofta uttrycket av histokompatibilitetskomplex (MHC)-molekyler pa cellytan for att
slippa bli igenkénda av immunforsvaret. MHC ar membranproteiner som visar upp epitoper
pa cellytan sa att T-cellerna ska kunna aktiveras ifall epitopen inte &r kroppsegen. En av
fordelarna med att anvanda CAR ar att de kan kanna igen TAA oberoende av MHC, nagot
som normala T-celler inte klarar av. Detta medfor dven att CAR kan anvéndas pa ett stort
spektrum av patienter med olika MHC-typer, nagot som ar viktigt eftersom det finns manga
olika varianter och chansen att ha identiska MHC om man inte ar slakt ar valdigt 1ag (Seliger
2008).

For att producera CAR modifierade T-celler separeras tva typer av T-lymfocyter ut fran
patientens blod genom en process kallad leukaferes. De isolerade T-cellerna infekteras sedan
med en viral vektor, vanligtvis ett retrovirus innehallande CAR generna. Andra vektorer och
metoder for gendverforing kan anvandas sasom mRNA elektroporering,
transposon/transposas system eller plasmidbaserade system. De modifierade CAR T-cellerna
odlas och injiceras sedan tillbaka i patienten (Qin et al. 2016). For att skapa en sa optimal
CAR T-cellterapi som mdjligt sa finns det tva viktiga aspekter i framstallandet av CAR
proteiner. For det forsta maste en lamplig antigen valjas som har sa hog specificitet for
tumorcellerna som majligt. Da inte alla cancerceller uttrycker antigener som sarskiljer sig fran
normala celler s& fungerar CAR T-cellterapi darmed inte for alla sorters cancer. For det andra
maste aktivering och signalering optimeras. Om T-cellerna effektivt ska kunna déda
tumarcellerna kréavs inkorporering av flera signaldomaner i CAR sa att T-cellerna kan bli helt
aktiverade samt att utsondringen av specifika cytokiner framjas (Srivastava & Riddell 2015).
Problemet med de tidigaste versionerna av CAR var att T-cellerna inte blev helt aktiverade
vilket ledde till svag cytokinutsondring och darmed lag celldod for de angripna tumorcellerna.
Det &r aven viktigt att CAR T-cellerna kan dela sig, dverleva samt behalla sin aktivitet. Detta
ar egenskaper som ar nodvandiga for att skapa effektiva CAR T-celler med ett langvarigt
cellminne. CAR T-cellterapi anvands idag framst for olika former av blodcancer da
immunforsvaret &r mer hammat i solida tumorer vilket gor dessa typer svarangripna med
denna terapiform (Zhang et al.2011). Ett ytterligare problem inom CAR T-cellterapin ar
o0nskad toxicitet. Om antigenerna inte &r tillrackligt specifika kan oonskade interaktioner
medf6ra stora komplikationer, nagot som begransar anvandningen av CAR T-celler (Fedorov
etal. 2013).

Syfte

| denna uppsats vill jag undersoka hur CAR T-celler framstalls, utvecklas och anvands i
cancerbehandling. Jag vill vidare fokusera pa de mojligheter som denna terapiform erbjuder
samt hur oonskad toxicitet kan regleras eller forhindras.

T-cellernas roll i immunologisk 6vervakning

I tumorer kan man ofta finna en hdg koncentration av lymfocyter och makrofager
nagot som indikerar att det adaptiva immunforsvaret verkar spela en viktig roll i att
detektera och eliminera begynnande tumdrvaxt. Detta ar en process kallad
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immunologisk 6vervakning (Smyth et al. 2006). Tumdrantigener triggar det tumor-
specifika adaptiva immunforsvaret, &ven om tumdérceller i grunden ar kroppsegna celler
varpa de ofta endast ar svagt immunogena. Nar T-lymfocyter stimuleras vid bindning
till antigener differentieras de till cytotoxiska T-lymfocyter (CD8+) samt T-
hjalparlymfocyter (CD4+). CD star for ”cluster of differentiation” vilka &r
transmembrana glykoproteiner som agerar som co-receptorer till T-cells receptorn.

Bade CD8+ samt CD4+ T-lymfocyter spelar en viktig roll i igenkanning och
eliminering av cancerceller. CD8+ T-lymfocyter attackerar tumdrceller som
presenterar TAA pa MHC klass | och producerar darefter gammainterferon (IFN-v )
(Dunn et al. 2004). IFN-y &ar en cytokin som aktiverar en inflammatorisk respons genom
att stimulera andra CD8+ T-lymfocyter men éven naturliga mordarceller och
makrofager. Det ar dock fortfarande inte helt kartlagt hur IFN-y triggar en anti-
tumaorrespons men det har visat sig att moss som saknar IFN-y utvecklar fler tumérer
jamfort med vildtyp, vilket indikerar att denna cytokin spelar en viktig roll i den
immunologiska 6vervakningen. CD4+ T-lymfocyter kan forbattra de antigen-
presenterande cellernas kapacitet samt effektivisera CD8+ T-lymfocyterna genom att
utsdndra ett antal olika cytokiner (Kim et al. 2007). Observationen att det adaptiva
immunforsvaret spelar en viktig roll i att kontrollera utvecklingen av cancerceller gav
forhoppningar om att kunna utnyttja T-celler och modifiera dem for att effektivare
kunna attackera tumdrer (Koebel et al. 2007).

For maximal aktivering av T-celler kréavs tva separata signaler enligt den radande
”tva-stegs modellen”. Forst utloses signal 17 fran T-cells receptorn (TCR) efter att
receptorn har interagerat med en antigen presenterad av MHC. Darefter genereras
”signal 2” via co-stimulerande molekyler som forstarker den TCR-medierade
responsen. Bada signaler behovs for optimal aktivering, funktion, cellproliferering och
overlevnad (Chen 2004).

CAR proteinernas struktur och signalering

CAR proteiner ar uppbyggda av en extracellular, transmembran samt intracellular
domaén. Den extracellulara domanen ar vanligtvis en scFV (single-chain variable
fragment) dar den latta kedjan av antikroppen kopplas ihop med de tunga kedjorna
fran tumorspecifika monoklonala antikroppar. Den extracellulara domanen ansvarar
for igenkanning och bindning av antigener (Eshhar et al.1993). En lankregion mellan
den extracelluldra- och transmembrana doméanen goér receptorn mer flexibel samt 6kar
rackvidden till TAA genom att lata CAR sticka ut langre &n andra molekyler pa
plasmamembranet (Moritz & Groner 1995). Den intracellulara doménen ansvarar for
fortplantningen av signalen fran den extracellulara domanen och bestar oftast av en
eller flera signaldoméner. Vanligtvis inkluderas Cluster of differentiation 3 med en -
kedja (CD3() i den intracelluldra domanen vilket &r det vanligaste signalkompexet i
T-celler. CD3( agerar som en co-receptor och &r den sista delen i signaltransduktionen
vilken inducerar den slutgiltiga aktiveringen av CAR T-cellerna (An et al. 2016).

Utvecklingen av CAR T-celler: fran forsta till fjarde generationen

De CAR T-celler som finns tillgéangliga idag kan generellt satt grupperas in i fyra
generationer beroende pa antalet intracellulara signaldomaner (Figur 1). Forsta
generationens CAR bestar endast av CD3¢ som intracellular doman medan andra
generationen inkluderar en co-stimulerande domén. Den tredje generationens CAR
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bestar av tva co-stimulerande doméner och ytterligare co-stimulerande molekyler.
Den fjarde generationens CAR har aven formagan att utséndra immunostimulerande
cytokiner (Maus et al. 2014).

Fdrsta och andra generationens CAR

Den forsta generationens CAR kunde bara utlésa den forsta signalen vilket ledde till
en svag cytokinutsondring och cellproliferering vilket slutligen resulterade i apoptos
(Harding et al. 1992). For att skapa effektivare CAR T-celler adderades en co-
stimulerande domén till den andra generationens CAR f0r att simulera aktivering
enligt tva-stegs modellen. De domaner som inkorporerades var exempelvis Cluster of
differentiation 28 (CD28) eller 4-1BB. Bade CD28 samt 4-I1BB ér, likt CD8 och CD4,
proteiner som bidrar med en co-stimulerande signal till T-cellsreceptorn (Maus et al.
2014). Den mest valkanda co-stimulatoriska receptorn i T-celler &r CD28 som utldser
den andra signalen vid T-cells aktiveringen. Aktivering av CD28 har visat sig trigga
flera signalkaskader som bland annat aktiverar transkriptionen av cytokiner (Ward
1996). Andra generationens CAR T-celler visade sig vara betydligt effektivare pa att
lysera malcellerna och hade en hogre cytokinutséndring samt cellproliferering (Maher
et al. 2002). Det har &ven visat sig att aktivering av CD28 6kar uttrycket av Bcl-xL, ett
protein som motverkar programmerad cellddd i T-celler (Boise et al. 1995).

Tredje och fjarde generationens CAR

For att ytterliga forstarka cellaktiveringen fran den andra generationens CAR utvecklades en
tredje generationens CAR med ytterligare en co-stimulerande doman, genom att exempelvis
kombinera CD28 med 4-1BB. Den additiva effekten av tva co-stimulerande receptorer har
visat leda till &nnu mer effektiva CAR T-celler jamfor med den andra generationen (Zhong et
al. 2009).

De senaste aren har en fjarde generation av CAR T-celler har utvecklats vilka har fatt namnet
TRUCK vilket star for ”T cells redirected for universal cytokine killing”. Dessa celler har
formagan att utsondra immunostimulerande cytokiner sasom 1L-12 i lokal tumoérvavnad
(Chmielewski et al. 2014). N&r TRUCK T-cellerna aktiveras genom CAR receptorn aktiveras
ocksa transkriptionen av 1L-12. Denna cytokin har ingen direkt cancerhammande effekt utan
verkar istéllet genom att rekrytera NK-celler, makrofager och cytotoxiska T-celler till
tumdorvavnaden (Zhang et al. 2011). Det storsta motivet till att utveckla en fjarde
generationens CAR T-celler &r att forsoka eliminera de cancerceller som saknar TAA och
darmed lyckas Gverleva den riktade T-cells terapin. Da cancerceller ofta uppvisar en bred
fenotyp &r risken stor att vissa celler i en tumér kommer att sakna den antigen som CAR T-
cellterapin har utvecklats for. Detta skulle kunna undvikas med att aktivera det medfodda
immunforsvaret till tumoren i en andra attack och darmed dodda de kvarvarande celler som &r
osynliga for CAR T-cellerna (Chmielewski et al. 2011).
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Figur 1. Schematisk teckning 6ver de fyra generationernas chimara antigen receptorer (CAR). En CAR bestar av
en extracellular doman (bl&/roéd i figur), transmembran domén (gron i figur) samt intracellular doméan
(lila/orange/rod i figur). Den extracelluldra domanen ar vanligtvis en scFV (single-chain variable fragment).
Den intracellulara doménen ansvarar for signaltransduktionen och bestér oftast av en eller flera signaldomaner
vilka bendmns som Cluster of differentiation (CD) dar CD3( &r den vanligaste. Den forsta generationens CAR
bestar endast av en intracellular doman medan de senare generationernas CAR har ytterligare doméner sésom
CD28 eller 4-1BB. Den fjarde generationens CAR kallad TRUCK har dven férmagan att utsondra vesiklar med
immunostimulerande cytokiner sdsom IL-12 (bla prickar i figur). Bild omarbetad fran (Haji-Fatahaliha et al.
2016).

Gendverforingstekniker

Flera olika metoder anvénds for att verfora CAR-konstruktionen till de T-celler som har
extraherats fran patientens blod. En optimal gendverforing ar saker, specifik samt ger ett
starkt genuttryck. Det ar dessutom nddvandigt att metoden fungerar ex vivo samt &r
kostnadseffektiv for att den skall kunna anvéandas i storre skala. Samtliga metoder som
anvands idag har bade sina fordelar och nackdelar. De vektorer som anvénds for
genoverforing idag kan delas in i virala och icke-virala vektorer. (Kalos & June 2013)

Virala vektorer

Anvandning av virala vektorer &r den vanligaste metoden idag dér y-retrovirus eller lenti-virus
oftast brukas. Dessa system &r generellt sett effektiva och ger oftast en
transduktionseffektivitet pa ca 70%. (Shen et al. 2013). Da transgenen integreras i genomet
med hjalp av virala integraser sa forsékrar detta ett langvarigt uttryck av CAR-genen. Det
finns dock en viss oro att detta skulle kunna medféra mutationer ifall transgenen integreras
vid fel plast i genomet, sa kallad ”insertional mutagenesis”. Om infogningen av transgenen
sker intill en proto-onkogen kan detta orsaka mutationer som leder till ett oreglerat uttryck av
proto-onkogenen med tumorbildning som foljd, nagot som observerades i en studie dar man
anvande retrovirus i genterapi (Hacein-Bey-Abina et al. 2003). Aven om integreringen &r
specifik sa tros flera faktorer paverka vart transgenen integreras sasom strukturen pa
kromatinet samt vissa effekter av cellcykeln (Ciuffi 2008).



Icke-virala vektorer

Genom att anvéanda elektroporering kan plasmider eller mMRNA som kodar for CAR-genen
overforas till cellerna. Elektroporering &r en metod dar cellerna utsatts for en kortvarig
elektrisk chock varpa de 6ppnar upp porer i plasmamembranet och kan darmed ta upp DNA
eller RNA (Tropp 2012). Anvéandning av plasmider har visat sig ha en I1ag effektivitet dar
endast 40% av cellerna uttrycker receptorn. Elektroporering med mRNA har daremot en
effektivitet pa éver 90 % vilket alltsa ar betydligt effektivare &n de virala vektorerna.
Integrering av plasmider i genomet sker via homolog rekombination, ndgot som sker med en
mycket lag frekvens. Pa grund av detta &r uttrycket av CAR i T-cellerna temporart och avtar
gradvis allt efter att plasmiderna bryts ned (Birkholz et al. 2009). Da mRNA degraderas
relativt fort resulterar dven detta i ett temporért uttryck av CAR. Man har dock lyckats
konstruera mRNA med en 5’cap samt langre poly(A)-svans vilket fordrojer nedbrytningen
och resulterar i ett ldngvarigare uttryck av genen (Zhao et al. 2010). Aven om det generellt
satt betraktas fordelaktigt med ett langvarigt uttryck av CAR-genen sa finns det dock fordelar
med att anvanda vektorer som inte integreras i genomet. Detta for att lattare kunna avbryta
behandlingen ifall toxiska bieffekter uppstar, varpa elektroporering med mRNA ar ett
alternativ (Zhao et al. 2010).

Transposon/transposas system har aven anvants for transduktion av T-celler och baseras pa ett
tvakomponentssystem; en plasmid med CAR-genen vilket fungerar som en transposon samt
en annan plasmid som kodar for transposas (Maiti et al. 2013). Transposas &r ett enzym vilket
katalyserar overflyttningen av transposonen genom att klippa ut den introducerade genen och
Klistra in den pa en specifik plats i genomet. Transgenen integreras i genomet varpa uttrycket
blir langvarigt (Tropp 2012). Transposon/transposas system har en véldigt varierande
transduktionseffektivitet pA mellan 19-65% och skiftar delvis pa grund av storleken pa
transgenen vilket gor att detta system annu inte anvands i nagon storre utstrackning for att
konstruera CAR T-celler (Maiti et al. 2013).

Kliniska forsok: framgangar och komplikationer

Det ar av yttersta vikt att de CAR som konstrueras ar tumaorspecifika for att undvika
oonskad toxicitet. Problematiken vid valet av antigener ligger i att de flesta antigener
inte ar begransade till tumdorceller utan uttrycks aven i normal vavnad. Dessutom finns
det ytterligare faktorer som troligen paverkar CAR T-cellernas respons sdsom
bindningsaffinitet, strukturen pa epitopen och mangden av antigen pa tumércellernas
yta (Srivastava & Riddell 2015). Idag har man lyckats utveckla CAR T-celler mot
flertalet tumdérantigener och de kliniska férsdken har haft varierande resultat.

Forsta generationens CAR

| ett tidigt forsok ar 2007 anvandes forsta generationens CAR T-celler for att attackera
CD171 vilket &r en celladhesions molekyl som uttrycks i neuroblastom, en cancerform
som uppstar i det sympatiska nervsystemet. Ingen toxicitet utvecklades men CAR
T-cellerna hade svart att dverleva och var ineffektiva (Park et al. 2007). Detta visade
sig vara det storsta problemet med den forstagenerationens CAR, bara efter nagra
dagar eller veckor kunde inga CAR T-celler detekteras i patienten (Maude & Barrett
2016). Aven effektiviteten var 1dg och behandlingen hade ofta ingen méarkbar verkan
(Jensen et al. 2010). F6rsok med forsta generationens CAR var dnda informativa
eftersom det konstaterades att CAR T-cellerna skulle behdva bli mer verksamma for
att kunna anvandas i cancerterapi, nagot som ledde fram till inkorporering av en co-
stimulerande doman och den andra generationens CAR. Man fann dven att CAR
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T-cellerna kunde starta en immunrespons fran bade B- och T-celler mot sjéalva
transgenen vilket kan resultera i att CAR T-cellerna elimineras (Lamers et al. 2011).

Andra och tredje generations CAR

CAR T-celler av den andra och tredje generationen har uppvisat lovande resultat i
kliniska forsok av forsta och andra fasen (Savoldo et al. 2011, Brentjens et al. 2013) Over
halften av alla kliniska forsok innefattar CD19, ett glykoprotein som uttrycks i bade
normala och maligna B-celler men som inte aterfinns i blodstamceller eller annan
vavnad (An et al. 2016). Maligna B-celler kan bland annat orsaka akut lymfatisk
leukemi (ALL), kronisk lymfatisk leukemi (CLL) samt non-Hodgkins lymfom (NHL).
Den vanligaste behandlingen for dessa cancerformer baseras pa konventionella
metoder sdsom kemoterapi, stralbehandling samt i vissa fall
blodstamcellstransplantation. Dessa behandlingsmetoder ar effektiva men for de
patienter som far aterfall ar prognosen betydligt samre varpa nya behandlingsmetoder
kravs. Aterfallen beror oftast pa residualcancer, dar ett litet antal maligna celler
overlever behandlingen och orsakar aterfall. (Wu et al. 2016).

Behandling av ALL

Bland barn &r aterfall av ALL en av de dodligaste formerna av barncancer. ALL &r
den cancerform dar flest kliniska forsok med CAR T-cell terapi har genomforts. Ett
behandlingsforsok av fem patienter med aterfall av ALL visade mycket goda resultat
dar inga cancerceller kunde detekteras i ndgon av patienterna efter behandling med
CD19-specifika CD28/ CD3{ CAR T-celler (Brentjens et al. 2013). Eftersom dessa
patienter raknades som obotliga da de inte langre svarade pa kemoterapin sa blev
resultaten fran detta forsok mycket uppmarksammade. Fler forsok gjordes i en storre
skala for att grundligare undersoka CAR T-cellterapins potential. I en studie som
genomfordes pa 30 patienter med aterkommande ALL sa kunde inga cancerceller
detekteras hos 90% av patienterna en manad efter forsta infusionen av CD19 specifika
CAR T-celler (Maude SL et al. 2014). Liknade studier med behandling mot ALL visade att
mellan 70 till 90 % av patienterna uppvisade en komplett respons vilket innebar att
tumorbordan helt forsvann. 1 samtliga férsok med CD19 CAR T-celler uppvisar nagra
patienter toxiska symptom vilka i de flesta fall var reversibla och kunde behandlas.
(Kochenderfer et al. 2012, Brentjens et al. 2014, Lee et al. 2015).

Behandling av NHL och CLL

NHL bestar av en grupp lymfom dar diffust storcelligt B-cellslymfom (DSBCL) &r en variant.
| ett forsta forsok att behandla DSBCL med CD19 CAR T-celler uppnadde atta utav femton
patienter komplett respons och fyra patienter ett partiellt svar dar tumdrboérdan minskades
eller dar de blev stabila i sin sjukdom (Kochenderfer et al. 2015). | en pagaende studie dar
bade DSBCL samt follikulart lymfom (FL) behandlas svarar fyra utav atta patienter val pa
behandlingen (Schuster et al. 2014). Behandling av CLL har visat sig ha en lagre komplett
respons jamfort med behandling mot ALL. Upp till 35 % av patienterna svarade med komplett
respons eller partiellt svar i en av de mer omfattande forsoken (Porter et al. 2014). Déremot
visar sig CAR T-cellerna bibehalla mer bestandig population 6ver tid i behandling mot CLL
jamfort med ALL, nagot som &r positivt da man vill ha en bestandig population for att minska
risken for aterfall. Behandling av NHL och CLL uppvisar dock fler toxiska fall jamfort med
behandling mot ALL ( Brown et al. 2014).



Behandling av solida tumorer

Eftersom immunforsvaret naturligt kan trafikera blodkarl, benmarg och lymfan sa har
forskningen framst fokuserat pa leukemi samt lymfom. Forsok att behandla solida
tumorer sasom brostcancer och prostatacancer har inte haft samma framgangsrika
resultat som foér blodcancer (Katz et al. 2015). Ett av de mest lyckade forsoken
involverade CAR T-celler specifika mot tillvaxtfaktorn GD2 som behandling mot
neuroblastom dér tre utav elva patienter uppnadde komplett respons (Louis et al. 2011).
Flera faktorer bidrar till varfor solida tumorer ar svarbehandlade med CAR T-
cellterapi. Forutom problemet med att dirigera CAR T-cellerna till tumdren har det
aven visat sig att CAR T-cellerna har en mycket sdmre cellproliferering vid
behandling av solida tumorer. | de flesta fall har CAR T-celler bara kunna detekteras
ett par dagar eller veckor efter forsta infusionen (Park et al. 2007, Tanyi et al. 2015).
Mikromiljon i tumoren tros spela en stor roll da det har visat sig att visa tumorceller
kan utséndra immunhammande d&mnen. Dessutom utnyttjar solida tumérer ofta andra
metaboliska véagar jamfort med lymfom och leukemi da de forbrukar vissa aminosyror
som ar viktiga for T-cellernas funktion. Detta kan leda till att CAR T-cellerna blir
inaktiverade och far dalig cellproliferering (Munn & Mellor 2007).

Det har aven visat sig svart att vélja lampliga antigener vilket har lett till allvarliga
bieffekter. ERBB2 ar en tillvaxtfaktor som éveruttrycks i bland annat mag-, tarm-,
brost- och dggstockscancer och det finns darfor ett stort intresse for denna
tillvaxtfaktor som val av antigen i immunterapi. | ett forsok att anvanda ERBB2
specifika CAR T-celler som behandling av tjocktarmscancer sa fick patienten andnod
bara 15 minuter efter cellinfusionen och avled efter nagra dagar. Man upptackte
senare laga nivaer av ERBB2 pa epitelceller i lungorna vilket hade triggat
cytokinutsondringen som ledde till patientens dod. Forskarna ansvariga for studien
diskuterade att den htga dosen av CAR T-celler som gavs ledde till den kraftigt
toxiska responsen och att framtida forsok bor géras med lagre doser for att undvika
liknande utgang (Morgan et al. 2010).

Fjarde generationens CAR

Behandling med TRUCK-celler har dnnu inte natt stadiet for kliniska forsok utan
endast ett fatal pre-kliniska forsok pa moss pagar for narvarande. | en studie
konstruerades TRUCK -celler med specificitet for MUC 16 antigenen vilken
uttrycks pa tumorceller i aggstockarna. Man behandlade sedan méss med
aggstockscancer med MUC16-TRUCK vilka kan utsondra IL-12 respektive med en
andra generationens MUC16-CAR. Det visade sig att de mdss som behandlades med
TRUCK-celler hade en hogre dverlevnad an de mdss som behandlades med andra
generationens CAR da TRUCK-cellerna visade sig battre pa att helt utrota tuméren.
TRUCK-cellerna var dessutom mer bestandiga och hade en battre cellproliferering
(Koneru et al. 2015).

Forhoppningen ar att den fjarde generationens CAR T-celler béattre skulle kunna
angripa solida tumérer da de verkar vara mindre kansliga for den immunhammande
mikromiljon i tuméren men ytterligare forskning lar kravas innan TRUCK T-cellerna
kan na forsta fasen for kliniska tester.

Toxicitet och sakerhet
CAR T-cellterapi kan utlosa allvarliga toxiska symptom som kan vara langvariga da
CAR T-cellerna ar utvecklade for att existera en langre tid i kroppen. Dessa potentiellt

8



livshotande bieffekter &r en av de storsta faktorerna som begrénsar anvandningen av
T-cellsbaserad immunoterapi idag. Det finns dock mojliga vagar att kringga dessa
problem vilket kommer att diskuteras nedan. De tre vanligaste biverkningarna fran
CAR T-cellterapi ar Cytokine release syndrome (CRS) , B-cellsaplasi samt
neurologiska symptom (Dai et al. 2016).

Biverkningar av CAR T-cellterapi

Ett stort bekymmer ir sa kallad ’On-Target, Off-Tumor” toxicitet vilket beror pa att
normal vavnad uttrycker det antigen som CAR T-cellerna ar specificerade for. Sarskilt
i CD19 specifika T-celler ar B-cellsaplasi att vanta da aven friska B-celler uttrycker
CD19 och blir darfor attackerade och forstorda. B-cellsaplasi ar ett syndrom dar B-
cellerna blir missformade men &r inte livshotande utan kan behandlas med
antikroppar. Dessutom bildas nya B-celler kontinuerligt i benmargen (Brentjens et al.
2011). CRS uppstar pa grund av utséndring av cytokiner i en stor mangd vilket leder
till en inflammatorisk respons. CRS kan leda till feber, blodtrycksfall,
kapillarlackagesyndrom samt disseminerad intravasal koagulation. De tva sistnamnda
symptomen kan leda till 6dem och organsvikt respektive bildning av blodproppar samt
inre blédningar. Cytokinhdmmande lakemedel sant steroider anvands for att behandla
CRS (Lee et al. 2015). Neurologiska symptom sasom delirium, afasi och anfall har
rapporterats bland ALL patienter som behandlats med CD19 CAR T-celler (Brentjens
et al. 2014).

Strategier for att férbattra sakerheten
Eftersom CAR T-cellterapi kan utlésa dessa kraftiga bieffekter behdvs system for att
konstruera sédkrare CAR T-celler.

RNA CAR T-celler

Att transfektera T-celler med mMRNA via elektroporering tros ha flera fordelar jamfort
med att anvanda virala vektorer. Den transfekterade genen kan uttryckas i flera dagar
men integreras inte i genomet. Detta skulle kunna vara en sakrare metod jamfért med
att anvanda virala vektorer som integreras i genomet och darmed uttrycks
kontinuerligt. Patienten skulle da fa flera injektioner med RNA CAR T-celler och
behandlingen kan snabbt avbrytas om toxicitet uppstar. Det ar viktigt att CAR
T-cellerna ar aktiva under en langre tid for att nd maximal effektivitet samt for att
undvika aterfall. Dock kan mikromiljon i tumoren inhibera och inaktivera cellerna
som namnt ovan. Genom att ge flera injektioner med celler som uttrycker CAR under
en begransad tid skulle man aven kunna undvika att inaktiva och okénsliga CAR

T- celler ackumuleras, nagot som skulle leda till en effektivare behandling (Zhao et al.
2010). Det finns dessutom en oro att anvandning av virala vektorer kan skapa
mutationer vilket skulle kunna leda till maligna CAR T-celler, ndgot som inte ar ett
bekymmer vid konstruktion av RNA CAR T-celler (Bushman 2007).

Transgena sjalvmordsgener

Sjalvmordgener inkorporerade i cellerna skulle kunna anvandas som en motatgard for
att doda CAR T-cellerna ifall toxiska biverkningar uppstar. Kaspaser ar en familj av
cysteinproteinaser vilka spelar en viktig roll vid inflammation och apoptos hos
daggdjur (Tropp 2012). Tva kaspas-baserade system har utvecklats; herpes simplex
virus-derived enzyme thymidine kinase (HSV-tk) samt inducable caspase-9 (iCasp9)
Dessa system har visat sig vara effektiva pa att eliminera CAR T-cellerna. (Dai et al.
2016).



Det mest studerade och valkanda sjalvmordssystemet ar HSV-tk. HSV-tk kodar for ett
tymidinkinas vilket omvandlar ganciclovir (GCV) till den cytotoxiska metaboliten
GCV-trifosfat som inhiberar DNA polymeras och triggar apoptos. Vid injektion av
GCV kommer endast de celler som kodar for tymidinkinaset att kunna katalysera
reaktionen av GCV varpa metoden har betraktats som saker da tymidinkinas inte
uttrycks i kroppsegna celler (Dey & Evans 2011). Det inducerbara systemet med iCasp9
baseras pa en sjalvmordsgen samt en chemical induction of dimerization (CID)
molekyl som anvands for att aktivera systemet. Sjalva iCasp9 genen ar uppbyggd av
humant kaspas-9 vilket ar ett pro-apoptotiskt protein samt en doman dar CID kan
binda. Nar CID injiceras kommer molekylen att binda till en doman i kaspas-9 och
kaspas-9 kan da bilda homodimerer. Bildningen av dessa homodimerer aktiverar
proapoptotiska molekyler sasom kaspas-3 nagot som slutligen leder till apoptos
(Straathof et al. 2005). | ett forsok med tredjegenerationens CAR T-celler med iCasp9
lyckades 90% av cellerna elimineras endast 12 timmar efter injicering med CID vilket
gor iCasp9 till en snabbare metod for att eliminera T-celler jamfort med HSV-tk
(Budde et al. 2013). Problemet med dessa transgena sjalmordsgener &r att transgenerna
ar potentiellt immunogena, det vill sédga att de kan trigga odnskade immunresponser
(Marktel et al. 2003).

Kombination av flera CAR

Genom att konstruera CAR T-celler som kan kénna igen fler &n endast en TAA kan
man gora cellerna mer specifika genom att ytterligare skilja pa tumérceller och
normala celler. Detta kan goras genom att exempelvis skapa en delad signal dar den
ena CAR vid bindning till antigen 1 aktiverar signal 1 medan den andra CAR
aktiverar signal 2 vid bindning till antigen 2 (Figur 2A). Bada receptorerna behover
séledes binda till sina specifika antigener for att CAR T-cellen ska bli helt aktiv. Detta
skulle kunna forhindra ”On-Target, Off-Tumor” toxicitet ifall normal vdvnad skulle
uttrycka en av receptorerna. Detta kraver dock att man lyckas finna tva TAA som ar
specifika for den cancertyp som ska behandlas.

En annan strategi ar att skapa CAR T-celler med bade aktiverande samt inhiberande
receptorer, sa kallade iCAR (Figur 2B). Den inhiberande iCAR éar specifik for
antigener som uttrycks pa normala celler och hammar CAR receptorn vid bindning till
normala celler. Pa cancerceller kan dock CAR receptorn binda utan att bli inhiberad
av iCAR. | en studie pa moss visade man att CAR T-celler med iCAR kunde med hég
precision urskilja pa normala celler och tumorceller (Fedorov et al. 2013).

Ytterligare en metod for att sarskilja normala celler frdn tumorceller ar att utnyttja det
faktum att tumorceller ofta Gveruttrycker vissa antigen sasom epidermal
tillvaxtfaktorreceptor (EGFR). Denna tillvaxtfaktor uttrycks dven i normala celler men
i betydligt lagre nivaer. En CAR T-cell med hog bindingsaffinitet for EGFR skulle
binda aven till normala celler. Genom att istéllet skapa en CAR med lagre affinitet for
antigenen kan man lyckas urskilja tumorceller fran normala celler dd CAR T-cellerna
huvudsakligen kommer att aktiveras av tumorceller som 6veruttrycker antigenen. | en
studie med sa kallade “low-affinity CARs” visade det sig att CAR T-celler med lag
affinitet for antigenen var lika effektiva som de med hog affinitet gallande att binda
till tumorceller medan de uppvisade 1ag aktivitet bland normala celler (Liu et al. 2015).
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Figur 2. A) Kombination av tvd CAR ger en delad signal dar endast tumorceller som har bada
antigenerna kan aktivera CAR T-cellen. B) Inhiberade iCAR hdmmar CAR aktivering vid bindning till
antigener som uttrycks pd normala celler. Omritad efter (Dai et al. 2016).

Diskussion

CAR T-cellterapin har visat sig vara en effektiv terapiform som har uppvisat
hapnadsvéckande resultat och fatt mycket uppmarksamhet pa senare tid. Det &r just
inom behandling av ALL med CD19 CAR T-celler dar terapin har haft storst
framgang. Patienter med aterkommande leukemi dar stralbehandling och cytostatika
inte langre fungerar har blivit cancerfria efter CAR T-cellterapin, resultat som maste
betraktas som mycket framgangsrika. Detta har fatt forskare att forsoka designa CAR
T-celler for att na liknande framgangar i behandling av andra cancertyper, nagot som
visat sig vara svart. Solida tumorer har visat sig svarbehandlade da det ar komplicerat
att fa CAR T-cellerna att nd tumdrerna samt att mikromiljon i tumoren hammar
cellernas aktivitet. Att vidare forsta hur miljon i tumoren utfor en hammande effekt pa
CAR T-cellerna kommer att vara viktigt for att konstruera CAR T-celler for
behandling av solida tumorer, ndgot som tros bli nasta steg inom denna terapiform.

Flera aspekter &r kritiska i designen av CAR T-celler sdsom valet av antigen, co-
stimulerande doméaner samt strategier for att forbattra sakerheten sdsom transgena
sjalmordsgener eller iCAR. Att utveckla CAR T-celler som effektivt kan elimineras
om toxiska bieffekter uppstar ar nodvandigt for att 6verfora terapin till klinisk rutin.
De transgena sjalvmordsgenerna har visat sig vara effektiva men den potentiellt
iImmunogena effekten kan begrénsa deras anvandning. Anvandning av flera CAR med
delad signal har inte uppvisat nagra immunogena responser men problemet ligger i att
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finna minst tva tumorassocierade antigener specifika for den aktuella cancertypen.
Genom att utnyttja iCAR kringgas detta problem men det ar da viktigt att den
inhiberande receptorn ar utformad efter en antigen som uppvisas pa alla normala
celler. CAR T-celler med lagre affinitet for tillvaxtfaktorer som Gveruttrycks pa
cancerceller skulle kunna vara effektiva men det finns alltid en mgjlighet att ”’On-
Target, Off-Tumor” toxicitet uppstar sa langre normala celler uttrycker antigenen aven
om de finns i betydligt lagre koncentration &n hos cancerceller.

Till skillnad fran kemiska lakemedel ar CAR T-celler ett levande lakemedel som kan
amplifieras i kroppen efter transfusion. Detta kan leda till en 6kad dos av CAR
T-celler med biverkningar som féljd. Arbete pa att forsoka berdkna sambandet med
den dos som ges och den aktiva dos som uppstar i kroppen &r viktigt for att faststalla
sakra men effektiva doser.

CAR T-cellerna har snabbt utvecklats fran den forsta generationens ineffektiva celler.
| takt med att forstaelsen for hur T-cellernas signalering och aktivering fungerar har
betydligt effektivare celler kunnat konstrueras. Férhoppningen finns att den fjarde
generationens TRUCK-celler skulle visa sig verksammare mot solida tumdrer men
annu har inga forsok pa manniskor genomforts. De flesta forskare ar eniga att det ar
for tidigt att prata om att man kan bota cancer med CAR T-cellterapi dd metoden &r sa
ny. Behandlade patienter maste foljas upp under langre tid for att faststalla hur lange
effekten haller i sig. Det ar dock mycket ovanligt med sa pass langa remissioner som
har uppvisats hos ALL- patienter behandlade med CAR T-celler, ndgot som ar
lovande infor uppfdljningen av de forsok som har gjorts. Trots de komplikationer som
har upptratt efter CAR T-cellterapi och de problem som denna komplexa terapiform
star infor ar dock forskarna inom omradet eniga om att CAR T-cellterapin har 6ppnat
upp en ny era inom cancerbehandlingen.

Det ar mycket mojligt att CAR T-cellterapin nar klinisk rutin inom en snar framtid
och kan erbjuda en effektiv och specialiserad cancerbehandling.

Tack

Tack till min handledare Ida Lundholm samt min seminariegrupp foér vagledning
under arbetet. Jag vill d&ven tacka Susanne Ekman for inspiration och vérdefulla rad.
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[CAR T-celler - vagen mot en malinriktad cancerterapi]: etisk bilaga
Elin Ekman
Sjalvstandigt arbete i1 biologi 2016

Etiska aspekter pa anvandningen av CAR T-celler

Kliniska studier pA CAR T-celler utfors i dagslaget pa svart sjuka patienter som
betraktas som obotligt sjuka da konventionell cancerbehandling inte langre fungerar. |
de studier dar patienter med aterkommande ALL har behandlats har prognosen varit
sa dalig som endast ett par manaders dverlevnad. Med CAR T-cells behandling har
merparten av de behandlade patienterna uppnatt komplett respons och darmed forlangt
Overlevnaden avsevart (Maude et al. 2014). CAR T-cells terapin &r utan tvekan
framgangsrik men har stott pa en del bakslag i form av allvarliga biverkningar och
dodsfall vilket i vissa fall gor CAR T-cellsterapin till en riskfylld behandling. CAR T-
cellsterapin har i nuldget endast erbjudits till obotligt sjuka patienter och den fraga jag
vill diskutera ar om det &r rétt att utfora klinisk forskning pa patienter med mycket
dalig prognos med en 6verlevnad pa endast ett par manader?

Behandling med CAR T-celler medfor stora risker. | svara fall har patienter avlidit
endast ett par dagar efter injektion av CAR T-celler (Morgan et al. 2010). Aven om
patienten obehandlad skulle avlida pa grund av sin sjukdom efter ett par manader
borde dddfallet raknas som lika allvarligt som om det hade drabbat en patient med en
battre prognos. De sista manaderna som finns kvar i patientens liv kan vara mycket
vardefulla, bade for patienten sjalv men aven for anhériga. Avlider patienten pa grund
av behandlingen som erbjudits kan detta resultera i stor chock fér anhériga aven om
man redan visste att tiden var kort. Jag tycker att ett manniskoliv ar lika mycket vart
oberoende av hur lang tid nagon har kvar att leva varpa de dodsfall som CAR T-
cellsterapin har orsakat ar mycket allvarliga och darfor inte kan avfardas med att
patienten anda skulle do.

Men & andra sidan ar cancerforskningen livsviktig och for att kunna fora in ny
behandling i klinisk rutin kravs det forsok pa manniskor. Hade jag sjalv blivit
erbjuden en moéjlighet att forlanga mitt liv eller till och med bli fri fran en obotlig
cancer ar sannolikheten stor att jag hade tagit den. Jag tycker att patienter som erbjuds
att deltaga i studier med CAR T-celler ska bli noggrant informerade om de risker som
medfor behandlingen varpa de sjalva far utvardera om det &r en risk vard att ta for att
kunna fa en chans till ett langre liv. Viktigt att papeka ar dven att CAR T-cellsterapin
har forlangt livet pa flertalet patienter som troligtvis hade varit avlidna ifall
behandling inte erbjudits. Utan fortsatta kliniska forsok kan inte denna terapiform na
den breda massan dar den kan gora annu storre nytta.

Jag anser att trots de allvarliga konsekvenser som CAR T-cellsterapin kan medfora sa
ar de fordelar forskningen ger stérre an nackdelarna. Det &r daremot viktigt att
grundlig forskning har genomforts innan nya former av CAR T-celler testas pa
manniskor for att minska risken fér oonskade bieffekter. Det &r dven av yttersta vikt
att de patienter som deltar i studier blir noggrant informerade om potentiella risker
med behandlingen.

Forskningsetik
I denna uppsats har jag valt vad jag anser ar tillforlitliga och granskade artiklar. Jag
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har forsokt att ge ett brett perspektiv och inte vinkla arbetet i nagon riktning for att
kunna ge en rattvis bild éver de fordelar och nackdelar som finns med CAR T-
cellsterapi. Jag har aven forsokt att faststalla vad det nuvarande forskningslaget ar
samt hur en realistisk framtid kan se ut.
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