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Att oppna dorrarna for
tumorriktade T-celler

— hur anti-angiogen terapi kan forbdttra immunterapi

Immunterapi har revolutionerat cancerbehandling och ingivit nytt hopp till patienter
med aggressiv cancer, men effektiviteten himmas av att tumorens blodkérl ofta ar
dysfunktionella och daliga pd att attrahera immunceller. Genom att farmakologiskt
forbattra blodkérlens funktion kan man 6ka T-cellsrekryteringen till tuméren, och

darmed effektivisera terapin.

ilever i en spinnande tid for
Vcancerforskning och onkologi,

dir en 6kad forstaelse for sam-
spelet mellan tumorceller och normala
celler i mikromiljon ger nya mojligheter
att behandla cancer, och dir den mest
dynamiska utvecklingen just nu sker
inom immunterapi. Kirurgi, stralning,
cellgifter och farmakologisk behand-
ling riktad mot tumorcellerna har linge
utgjort grundbulten for cancerterapi.
Men aggressiv metastaserande cancer
och cancerformer som vixer invasivt
in i vitala organ dr utmanande att be-
handla och kriver en storre vapenarse-
nal. Under det senaste decenniet har
immunterapi fatt ett riktigt genom-
brott som terapi, och visat sig vara ef-
fektiv som behandling dven for flera
spridda cancerformer som tidigare inte
kunnat botas. Men tyvirr dr det dnnu
bara en andel av cancerpatienter som
hjilps av immunterapi.

,’ Tyvdrr pdverkas blodidirlens
funktion av tumoren, vilket i mdnga
fall medfor en forsdmrad formdga att inter-
agera med T-celler och hjiilpa dessa att ta sig
in i tumorvivnaden. Nya studier har visat
att anti-angiogen terapi kan leda till en nor-
malisering av blodlicdirlens funktion, och
dirmed effektivisera immunterapi.

Gemensamt for de flesta former av
immunstimulerande terapi som an-
vinds idag dr att de antingen bygger pa
utveckling eller aktivering av tumordo-
dande T-celler, som i sin tur behdver ha
tillgang till tumorvivnaden for att ut-
6va sin effekt. T-celler ror sigi cirkula-
tionen och kan ta sig in i tumoren ge-

nom att interagera med de endotelceller
som klir insidan av tumorens blodkirl.
Tyvirr paverkas blodkirlens funktion
av tumoren, vilket i manga fall medfor
en forsimrad formaga att interagera
med T-celler och hjilpa dessa att ta sig
initumorvivnaden. Nya studier har vi-
sat att anti-angiogen terapi kan leda till
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en normalisering av blodkirlens funk-
tion, och dirmed effektivisera immun-
terapi. Hir sammanfattar vi de moleky-
lira mekanismerna som 4r inblandade
i rekrytering av T-celler till tuméren,
hur dessa stors i samband med cancer
och hur processen kan optimeras ge-
nom att kombinera immunterapi med
behandling riktade mot blodkirlen.

ATT STYRA ETT T-CELLSSVAR

Idén att kroppens immunsystem kan
hindra tumérutveckling 4r inte ny. De
forsta observationerna som stoder att
immunstimulering kan anvindas som
cancerterapi ar redan fran 1891, da Wil-
liam Coley behandlade cancerpatienter
med streptokocker. Interferoner ar
brett immunstimulerande och har
linge anvints for att exempelvis be-
handla lymfom och melanom. I andra
cancerformer anvinder man sig liksom
Coley av kroppens naturliga svar pa in-
fektioner for att himma tumortillvaxt.
Urinblasecancer behandlas med instil-
lationer i blasan med Bacillus Calmet-
te-Guérin (BCG), ett derivat av myco-
bacterium bovis som dven anvints vid
vaccinering mot tuberkulos. Man har
linge arbetat med utveckling av can-
cervaccin riktade mot generella tumor-
antigen som gpl00, eller dendritcells-
baserade vaccin dir man injicerar den-
dritceller som pulsats med tumorlysat
eller tumorantigen. GVAX ir ett exem-
pel pd vaccin, dir autologa tumérceller
som modifieras for att uttrycka GM-
CSF anvinds for att stimulera ett spe-
cifikt immunsvar mot tumoren. Ett an-
nat sitt att stimulera tumorimmunitet
som nu borjar fa genomslag 4r att an-
vinda onkolytiska virus, som bade ly-
serar tumorceller och sldpper ut tumor-
antigen och samtidigt inducerar en
pro-inflammatorisk miljo.

Men det stora genombrottet for im-
munterapi dr frimst kopplat till terapier
som antingen bygger pa terapeutisk in-
fusion av autologa T-celler, som antingen
expanderats fran tumoren eller utrus-
tats med chimira antigenreceptorer
(CAR), eller terapier som bygger pa an-
vindande av sa kallade checkpoint-
himmare, antikroppar som neutralise-
rar negativa feedback-signaler som
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himmar T-cellsaktivering. De vanli-
gaste checkpointhammarna dr o--C'T-
LA4 (e.g. Ipilimumab), a-PDL1 (e.g.
Pembrolizumab, Nivolumab) och
0-PD1 (e.g. Atezolizumab, Avelumab).
Gemensamt for alla dessa typer avim-
munterapi dr att verkningsmekanismen
antingen dr helt eller delvis beroende av
att aktiverade tumorspecifika T-celler
tar sig in i tumorvivnaden dir de kan
kinna igen och déda maligna celler.

)9

inte inne i tumoren ofta ar resistenta
mot checkpointinhibitorer.

Flera delforklaringar till resistens
mot checkpointhimmare har lyfts
fram. Om tumorerna ar infiltrerade
med T-celler men patienten dnda inte
svarar pa terapi kan detta bero pa im-
munsuppression i tumoérmikromiljon
som inaktiverar T-cellerna. Lag T-cells-
infiltration i tumoren dr ofta kopplat
till en lag mutationsfrekvens, vilket ger

Tumoaorer behover tillgang till cirkula-
tionssystemet for att kunna viixa till

och dir ofta rikt vaskulariserade, men de blod-
kéirl som forsorjer tumorvdvnaden pdver-

kas av mikromiljon och har déirfor ofta en
fordndrad funktion i jéimforelse med

normala kdrl.

EFFEKTEN KAN UTEBLI HELT

Medan de tekniker som bygger pa in-
fusion av autologa T-celler 4r komplexa
och kan behova utvecklas ytterligare
for att tillgodogora patienter pa bred
front dr checkpointhimmarna littill-
gingliga och har redan godkints for en
rad olika cancerformer. Men for de
cancerformer dér checkpointhimmare
godkints svarar fortfarande bara en an-
del av patienterna pa behandlingen,
och for vissa cancerformer uteblir den
terapeutiska effekten helt. En storre
forstielse for varfor en del patienter
svarar pa behandlingen och inte andra
kan leda till identifiering av prognos-
tiska biomarkérer och kan ocksd moj-
ligg6ra utveckling av nya kombina-
tionsbehandlingar som kan expandera
den gruppen som svarar pa behandling.
Man har sett en klar korrelation mellan
var T-cellerna befinner sig i tumoren
och hur patienterna svarar pa terapi.
De patienter som har tumorer dir T-
celler infiltrerar in i tumoren svarar i
allminhet bittre pa terapi medan pa-
tienter med tumorer som dr exklude-
rade fran T-celler eller dir T-cellerna
aterfinns endast i tumorkanten men

fa effektiva tumorantigen for immun-
systemet att kinna igen. I de tumorer
dir T-celler aterfinns i kanterna runt
tumoren kan problemet istéllet handla
om att tumorkirlen inte dr kapabla att
rekrytera T-celler in i tumoren, och i
dessa fall kan kinsligheten dterstillas
med en blodkirlsinriktad behandling.

SAMRE AN NORMALA BLODKARL
Tumoérer behover tillgang till cirkula-
tionssystemet for att kunna vixa till
och ir ofta rikt vaskulariserade, men de
blodkirl som forsorjer tumorvivnaden
paverkas av mikromiljén och har dir-
for ofta en forindrad funktion i jAimfo6-
relse med normala kirl (Figur 1).

Alla vixande vivnader behover ha
tillgang till blodkirl for att forsorjas
med syre och niringsimnen och trans-
portera bort avfallsprodukter. Brist pa
tillrdcklig syresittning leder till stabili-
sering av Hypoxia Inducible Factor
(HIF)-1a, en transkriptionsfaktor som
styr uttrycket av en rad pro-angiogena
gener inklusive den som kodar fér Vas-
cular Endothelial Growth Factor
(VEGF). VEGEF diffunderar i vivna-
den och binder till VEGF-receptor



(VEGFR)2 pa nirliggande blodkirl,
vilket stimulerar endotelcellerna att bil-
da nya grenar fran dessa blodkirl som
vixer in mot tumorviavnaden. Tumorer
kan ocksa stimulera kirlbildning ge-
nom att stimulera att blodkirl delar pa
sig pa lingden, en process som innefat-
tar bildandet av sa kallade intralumi-
nala pelare och expansion av kirlen.
Alternativt kan tumorcellerna vixa in-
vasivt runt redan existerande blodkarl.
I méinga fall sker flera av dessa proces-
ser samtidigt, och tumdéren kan ocksa
forindras 6ver tid och exempelvis ga
fran att fraimst inducera blodkarl till att
vixa invasivt.

KAN GE UPPHOV TILL ODEM

Oavsett hur blodkirlen bildats i tumo-
ren paverkas de av tillvixtfaktorstimu-
lering i tumoérens mikromiljo, och
fungerar dirfor generellt inte pa sam-
ma sitt som normala blodkirl. Blod-
kdrl dr specialiserade for sin milj6 i oli-
ka organ, och kan plastiskt dndra form
och funktion beroende pa stimulering
fran omgivningen. Tumorkirl paverkas
i olika grad av den specifika milj6é som
tumoren framkallat, framforallt genom
parakrin signalering, och férindringen
i kirlen bidrar sedan till att etablera
miljon. Cell-cell-kontakterna mellan
endotelcellerna 4r ofta simre i tumor-
kirl, kirlen dr darfér mer permeabla

) ¢

Det adaptiva immunforsvaret mot
cancer bygger pad att B- och T-celler

med rditt specificitet aktiveras av antigen-
presenterande celler som tagit upp tumaor-
antigen och visar dessa pa sin cellyta.

vilket kan leda till 6dem. Kapillirernas
pericyt-inklidning kan vara bristfillig,
och kirllumen ir ofta forstorad och
mycket oregelbunden med frekventa
intraluminala pelare. Kirlnitet dr ore-
gelbundet och blodflédet kan vara he-
terogent i tumoéren 6ver tid. En illa
fungerande kirlbadd ger upphov till
intermittent hypoxi och ytterligare
produktion av pro-angiogena faktorer,
vilket leder till en ond cirkel. Eftersom
tumorbiologin kan skilja sig markant
bade mellan och inom en diagnos-
grupp dr ocksd tumorkirlen paverkade
i olika grad och har specifika karakti-
ristiska drag. Men generellt har tumor-
kirl ett forindrat genuttryck som dr
mer inriktat pa kirlbildning 4n stabili-
tet och immuncellsrekrytering.

STYR REKRYTERING AV T-CELLER
Det adaptiva immunforsvaret mot can-
cer bygger pa att B- och T-celler med

Figur 1: Blodkarl i tumdrer dr abnorma och dysfunktionella. A: Immunfargning av en mushjarna
med GL261 gliom. Blodkérlen &r fargade med en antikropp mot CD31 (rott) och de perfunde-
rade kérlen dr ocksa inmarkta med ett lektin (gront) som injicerats intravenost. Blodkarl i tumoren
(streckad linje och forstorade i B) ar dilaterade och oregelbundna och en stor andel av karlen &r
inte perfunderade. Blodkérlen i den normala delen av hjérnan (prickad linje och férstorade i C)

ar smalare med en regelbunden struktur och &r fullstandigt perfunderade. Mikroskopbild av Hua
Huang.

ritt specificitet aktiveras av antigen-
presenterande celler som tagit upp tu-
morantigen och visar dessa pa sin cel-
lyta. Detta sker i lymfoida organ, och
framforallt i de lymfknutor som drine-
rar tumoren. T-celler som blir aktive-
rade i lymfoida organ limnar direfter
lymfknutan via efferenta lymfkirl, nar
blodsystemet via ductus thoracicus och
kan sedan ta sig in i det affekterade or-
ganet genom att binda till adhesions-
molekyler och chemokiner som blod-
kirlens endotelceller visar upp pa cell-
ytan.

Rekrytering av leukocyter fran blod-
banan till vivnaden innefattar flera
steg, diar immuncellerna forst stoppas
upp och borjar rulla langsammare da
de binder till selektiner (P-, E-, L-se-
lektin), och sedan binder till specifika
chemokiner och adhesionsmolekyler
(ICAM-1, VCAM-1) pa endotelceller-
nas yta, vilket leder till att immuncel-
lerna avstannar pa kirlytan och kan
transmigrera genom endotelcellerna
och stodjecellerna och ta sig in i vivna-
den. Processen dr nodvindig for att im-
muncellerna som cirkulerar i kroppen
ska ta sig till de specifika vivnader dir
de behovs. Dirfor dr det ocksa viktigt
att uttrycket av selektiner, adhesions-
molekyler och chemokiner, som tjinar
som ’inkastare” at immuncellerna, dr
strikt reglerad. Endotelcellerna aktive-
ras av innata immunceller e.g. makro-
fager, som finns i vivnaden och ut-
sondrar pro-inflammatoriska faktorer
(exempelvis Tumor Necrosis Factor
(INF)-o) nir de stimuleras av sa kall-
lade pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) vid infektion, eller
av sd kallade damage-associated mole-
cular patterns (DAMPs) vid vivnads-
skada.
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I tumorer dr det system som ska ini-
tiera leukocytrekrytering intakt, det vill
siga tumorbildning ger DAMPs som
aktiverar innata immunceller, men ty-
virr svarar tumoérendotelet daligt pa
dessa signaler. Detta beror pa cross-
talk mellan pro-angiogen signalering
via VEGFR2 och pro-inflammatorisk
signalering via TNF-0l-receptorn, dir
VEGFR2-inducerade signalvigar
himmar aktivering av nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activa-
ted B cells (NFkB)-signalering (som
krivs for uppreglering av selektiner,
adhesionsmolekyler och chemokiner.
Ett hogt uttryck av VEGE i tumorviv-
nad leder dirfor till att farre leukocyter
faster till endotelcellerna i tumorkirlen
och tar sig ut i vivnaden.

certyper, men har ofta en begrinsad ef-
fektivitet. Ursprungstanken att be-
handla cancer genom att hindra blod-
kirlsbildning har visat sig vara svarge-
nomforlig. I méanga fall verkar effekten
av anti-angiogen behandling istillet
bero pa en normalisering av blodkar-
lens funktion, vilket undetlittar tillfor-
seln av annan cancerterapi. Genom att
himma den kontinuerliga VEGF/
VEGFR2-signalering som driver pa
utvecklingen av abnorma blodkirl kan
atminstone en del av tumorkirlens for-
maga att svara pd inflammatoriska sig-
naler aterstillas. Den pro-inflammato-
riska miljén som redan finns i tumoren
leder da till att adhesionsmolekyler och
chemokiner uttrycks pa endotelceller-
na, vilket gor det mojligt for T-celler att

Vid sidan av att forbiittra rekrytering

av immunceller kan anti-angiogen
behandling ocksda forbdittra funktionen hos
T-cellerna genom att normalisera tumaorens

mikromiljo.

FORBATTRAR TUMORENS MIKROMILJO

Neutraliserande antikroppar och tyro-
sinkinasinhibitorer som himmar
VEGE/VEGFR2-signalering har bli-
vit godkinda som anti-angiogen terapi
och anvinds i kliniken for en rad can-

binda till blodkirlens lumen, trans-
migrera in i vivnaden och oskadliggo-
ra tumorceller (Figur 2).

Vid sidan av att forbittra rekrytering
av immunceller kan anti-angiogen be-

handling ocksa forbittra funktionen
hos T-cellerna genom att normalisera
tumorens mikromiljo. Pre-kliniska stu-
dier har visat att behandling med anti-
angiogen terapi leder till att blodkirlen
far en mer normal morfologi, att blod-
genomstromningen i tumoren forbitt-
ras och att kirlen stabiliseras och blir
mindre genomslippliga. Pa samma sitt
har men kunnat koppla anti-angiogen
behandling till en 6kad genomblod-
ning av tumoéren, exempelvis hos pa-
tienter med glioblastom, men av natur-
liga skil dr evidensen fran humana tu-
morer ligre och bygger framforallt pa
korrelationer.

MOTVERKA ETT LAGT SYRETRYCK

Den sammantagna forskningen stodjer
att anti-angiogen terapi i manga fall
forbittrar blodkarlens funktion i tumo-
ren, men manar ocksa till utveckling av
biomarkorer for att kunna folja be-
handlingseffekten och mojliggora op-
timering av likemedelsdosering. En
bittre fungerande kirlbidd har ytterli-
gare fordelar for immunterapi da detta
kan ge en mikromilj6 som forbittrar
T-cellernas funktion genom att mot-
verka ett lagt syretryck. T-celler har en
minskad férmaga att proliferera och
utéva sin effektorfunktion nir syretill-
gangen ar begrinsad. En ytterligare
fordel med en forbittrad blodkirls-
funktion i tumoren ar att bortforsel av
metabola avfallsprodukter blir mer ef-

Figur 2: Anti-angiogen terapi kan leda till att blodkarlen normaliseras, vilket mojliggér att immunceller kan binda till blodkarlens
lumen och rekryteras in i tumorvavnaden. Schematisk bild av Mohanraj Ramachandran med Biorender.com.
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fektiv. Ett lagt pH-virde i tumormikro-
miljon kan himma immunaktivering
genom att minska funktionen hos cy-
totoxiska T-celler och samtidigt frimja
regulatoriska T-celler. En ytterligare
aspekt dr att flera olika tillvixtfaktorer
som visat sig stimulera kirltillvixt, in-
klusive VEGF, PDGF, HGF och
ANGPT2, ocksa kan binda till recep-
torer pa immunceller. En himning av
dessa tillvixtfaktorer kan dirfor direkt
paverka immuncellernas funktion.

KOMBINATION GER POSITIV EFFEKT

Ett flertal prekliniska studier har visat
positiva effekter av att kombinera olika
typer av immunterapi med anti-angio-
gen terapi riktad mot VEGF-inducerade
signalvigar. Man har kunnat pavisa ett
mekanistiskt samband mellan en for-
bittrad behandlingseffekt och en 6kad
infiltration av T-celler. Studier har ocksa
visat att en antikropp som samtidigt
neutraliserar VEGEF och ANGPT2-sig-
nalering 6kar svaret pa anti-PD-1 check-
pointblockad i prekliniska tumérmodel-
ler, och det 4r troligt att flera olika kirl-
normaliserande behandlingar kommer
att ha en liknande effekt.

Det pagar nu ett stort antal kliniska
studier dir man kombinerar immunte-
rapi med antikroppar som neutraliserar
pro-angiogena tillvixtfaktorer eller ty-
rosinkinasinhibitorer som himmar de-
ras nedstroms signalvigar. Positiva re-
sultat fran fas III-studier inkluderar
IMBravel50-studien dir Atezolizumab
(o-PD-L1) i kombination med Bevaci-
zumab (0i-VEGF) visat sig vara mer ef-
fektivt dn sorafenib for behandling av
patienter med icke-operabel hepatocel-
luldr cancer. Ett annat exempel 4r IM-
motion151 fas III-studien dir man
fann att Atezolizumab och Bevacizu-
mab var mer effektivt an sunitinib som
terapi for patienter med icke-operabel
njurcancer. I Keynote-426 fas ITI-stu-
dien fann man att kombinerad behand-
ling med Axitinib (himmar VEG-
FR1-3, PDGFR och c-kit) och Pemb-
rolizumab (0i-PD-1) var mer effektivt
som behandling av patienter med avan-
cerad njurcancer dn sunitinib. Fler ti-
diga studier i andra typer av cancer har
visat lovande resultat, men effektivite-
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ten varierar. Det dr troligt att kom-
binationsbehandling framférallt kom-
mer att vara anvindbar for icke-opera-
bla tumorer dir hoga nivaer av pro-
angiogena faktorer ger upphov till ab-
norma, daligt fungerande tumorkarl
och en dalig rekrytering av T-celler.
Vid sidan av blodkirlens betydelse
for rekrytering avimmunceller kan en-
dotelcellerna ocksa direkt paverka T-
cellernas funktion genom att uttrycka
immunmodulerande molekyler. Ett ex-
empel pad detta dr enzymet IDOT1, vars
niva okar i endotelceller i tumorer som
svar pa interferon-signalering fran ak-
tiverade T-celler. Uttryck av IDO1 pa
endotelcellerna tjinar som en negativ
feedback-loop som diampar T-cellsak-
tivering, och farmakologisk himning
av IDOT1 kan forbittra kinsligheten for
immunterapi. Andra molekyler som ut-
trycks pa tumorendotelet, exempelvis
FasL, kan inducera apoptos specifikt i
cytotoxiska T-celler, och 6ka andelen
regulatoriska T-celler i tuméren. Him-
ning av FasL-uttryck via inhibition av
VEGF och PGE2 6kade andelen cyto-
toxiska T-celler och minskade tumor-
tillvixt i prekliniska forsok. Var kun-
skap om hur specifikt genuttryck pa
endotelcellernas yta paverkar T-cellsak-
tivering i tumoren 4r fortfarande ofull-
stindig. En mer riktad himning av
specifika aspekter av endotelcellernas
funktion skulle kunna ge ett skarpare
verktyg for att forbittra terapisvar.

SAMMANFATTNING OCH
FRAMTIDSUTSIKTER

Att kombinera immunterapi med anti-
angiogen behandling som normaliserar
blodkirlen har visat lovande resultat i
pre-kliniska och kliniska studier, och
flera kombinationsbehandlingar for-
vintas godkinnas inom de ndrmaste
aren. En 6kad kunskap om hur blod-
kirl och immunceller interagerar kan
leda till ytterligare nya sitt att forbittra
immunterapi.
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