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Nasta generations
CAR-T-celler for
annu bdttre behandling
av cancer
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Cancerterapi baserad pa patientens egna T-celler (vita blodkroppar) som isolerats fram och
pa genetisk vdg modifierats att uttrycka en chimér antigenreceptor (CAR), sé kallad CAR-T-
cellsterapi, 4r idag en ytterst framgangsrik behandling av blodcancer (B-cellsleukemi), lymf-
kortelcancer (B-cellslymfom) och benmérgscancer (multipelt myelom). CAR-T-cellsterapi ar
en avancerad behandling, sa kallad ATMP (advanced therapy medicinal product) som faller

under det vidare begreppet precisionsmedicin.

et har nu gict drygt 10 r sedan Emelie Whitehead

som forsta barn behandlades med CAR-T-celler. Eme-

lie var fem ar nir hon 2010 drabbades av B-cell akut
lymfatisk leukemi (B-ALL), en diagnos som i 90 procent av
fallen leder till bot. Emelies leukemi blev dock resistent mot
behandling och i april 2012 hade hennes likare uttdmt alla
behandlingsalternativ. De rekommenderade hospicevéird och
forvintade sigatt hon bara skulle leva nigra veckor till. Eme-
lies foraldrar vagrade dock att ge upp och lyckades i sista stund
f3 med Emilie i en nystartad klinisk prévning med CAR-T-
celler vid Children’s Hospital i Philadelphia, USA. T maj 2012
behandlades Emelie med sina egna genmodifierade T-celler.
Behandlingen var tuff for den spida kroppen dé cytokiner
som utsondras i samband med att CAR-T-cellerna forokade

sig och attackerade tuméren ledde till en systemisk inflam-
mation som holl pd att kosta Emelie livet. Efter ndgra dagar
vaknade dock Emelie upp och den cancer som hon sa tappert
kdmpat mot i tva ars tid fanns inte lingre kvar. Ect mirakel!?
Nej, snarare frukten av manga drs systematisk arbete att ut-
veckla en ny immunologisk behandlingsform av cancer. Re-
dan 1989 hade Zelig Eshhar vid Weizmann Institute of Science
i Tel Aviv, Israel tagit fram den férsta prototypen aven CAR-
T-cell.

TARSIG IN 1 OCH DODAR TUMORCELLEN

CAR-T-celler produceras och expanderas i ett renrumslabo-
ratorium utifran friska T-celler som isolerats fram fran can-
cerpatientens eget blod, figur 1. Med hjilp av en virusvekeor
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Figur 1. Chimar antigenreceptor (CAR)-T-
celler framstalls fran cancerpatientens egna
friska T-celler med hjalp av en integrerande
viral vektor. CAR-T-cellerna expanderas dar-
efter och forokas i antal innan de ges ater
till patienten. CAR-proteinet som uttrycks
fran den integrerade genetiska koden finns
inte naturligt. Den bestdr av en extracelluldr
del som binder till ett specifikt antigen eller
struktur som dterfinns pa tumorcellers yta. |
samband med antigeninteraktion aktiveras
CAR-molekylens intracelluldra signalerings-
doméner vilket leder till att CAR-T-cellen
dddar tumorcellen den har kontakt med.
CAR-T-celler anvands idag framgangsrikt vid
behandling av blodcancer, lymfkortelcancer
och benmargscancer. CAR-T-cellbehandling
av sa kallade solida tumorer fungerar dnnu
inte tillfredstallande men forskning for att
forandra det pagar runt om i varlden.
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overfors en chimir genetisk kod som integreras i T-cellernas
genom (DNA). Den chimira genetiska koden kodas av och
oversitts till ett protein, en CAR-molekyl med en extracel-
luldr och en intracellulir del, som uttrycks pd T-cellens yta.
P4 utsidan hittar man ett antikroppsfragment med fdrméiga
att kinna igen en ytstrukeur (ett antigen) hos tumérceller. Pa
insidan bestir CAR-molckylen av s& kallade signaleringsdo-
miner frin en T-cellsreceptor och en eller flera co-receptorer.
Det innebir att nir CAR-T-cellen kommer i kontakt med
antigenet hos en tumorcell si aktiveras CAR-T-cellen att ut-
sondra faktorer (perforin och granzymer) som gor hil i tu-
morcellens cellmembran och tar sigin i och dédar tumércel-
len. I samband med att en CAR-T-cell aktiveras kommer den
ocksa att dela pa sigoch CAR-T-cellerna férokas i antal. CAR-
T-celler dr dirmed ett levande likemedel med férméga att
foroka sigi kroppen och finnas kvar som minnes-CAR-T-cell
i minga ar. De skyddar dirmed patienterna mot dterfall i sin
tidigare cancersjukdom.

,’ Det finns i princip
alltid tumaorceller som
helt saknar uttryck av tumor-
specifika antigen, vilket innebdr
att en klon av tumaorceller som
saknar det antigen som CAR-T-
cellerna riktar sig mot snabbt
tar over, vilket i sin tur leder
till att tumaoren blir resistent
mot CAR-T-cellbehandlingen.
Att tillverka CAR-T-celler mot
mdnga olika antigenstrukturer
hos solida tumdarer pad en och
samma gdng kan vara en viig
framat.

Vid behandling av B-cellsleukemi och B-cellslymfom an-
vinds i regel CAR-T-celler som riktar sig mot CD19, ett anti-
gen som iterfinns pa ytan av savil friska som cancerogena B-
celler. At friska B-celler slis ut vid behandling dr en biverkan
som kan accepteras dé patienten kan ges intravenést immu-
noglobulin som stddbehandling for att kompensera bortfallet
av friska B-celler. En majoritet av alla leukemi/lymfompatien-
ter svarar pA CD19 CAR-T-cellbehandling och hos cirka hilf-
ten av de som svarar pd behandlingen ir effekten bestaende.
Vissa patienter svarar dock inte pa alls pd behandlingen med-
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an andra patienter som initialt svarar far iterfall, vilket beror
endera pa att CAR-T-cellerna férsvinner frin blodet (att min-
nes-CAR T-celler inte lyckats etableras) eller att tuméren tap-
patsitt uttryck av CD19 och de CD19-riktade CAR-T-celler-

na dirmed forlorar sin formaga att kinna igen tumérceellerna.

TUMOREN BLIR RESISTENT

Nir det giller tcumérer som uppkommer i kroppens olika vav-
nader eller i det centrala nervsystemet fungerar CAR-T-cell-
behandling tyvirr dnnu inte tillfredstillande. Det beror fram-
for alle pa tvé saker, 1) mikromiljén i solida tumérer ir i de
flesta fall starkt immunhimmande vilket leder till att T-cel-
lers aktivitet trycks ner; 2) solida tumorer dr betydligt mer
heterogena i sin karaktir an blodcancer, vilket innebir att
malstrukeurer (antigen) som CAR-T-celler vid behandling av
solida tumérer produceras att riktas mot, ir ojimnt fordelade
inom tuméren. Det finns i princip alltid tumérceller som helt
saknar uttryck av tumérspecifika antigen, vilket innebir att
en klon av tumérceller som saknar det antigen som CAR-T-
cellerna riktar sig mot snabbt tar 6ver, vilket i sin tur leder till
att tumoren blir resistent mot CAR-T-cellbehandlingen. Att
tillverka CAR-T-celler mot manga olika antigenstrukturer
hos solida tumérer pd en och samma ging kan vara en vig
framit.

Forskningsfiltet verkar dock ha nitt en samsyn i att for att
CAR-T-celler ska kunna bli framgangsrika vid behandling av
solida tumérer krivs det att nista generations CAR-T-celler
utrustas att 1) std emot den immunhimmande mikromiljén
i tumoren eller annu hellre transformera mikromiljén till att
bli immunaktiverande; 2) aktivera andra immunceller, fram-
for allt kroppsegna T-celler, att kidnna igen unika tumérspe-
cifika milstrukturer som finns hos den individuella tuméren,
och dirmed generera ett brett och kraftfullt immunsvar som
tumoren har svart att virja sig mot.

For att forstd hur det skulle kunna gé till dr det viktige att
kinna till principen f6r hur T-celler normalt sett identifierar
och eliminerar infekterade, maligna eller skadade celler. Alla
kroppens celler visar upp sma fragment av de proteiner som
finns i cellen pé sin yta med hjilp av cellytepresentatérer, vil-
kabenimns HLA. Detta f6r att kroppens T-celler ska kunna
skanna av om nagot i cellen ir férindrat. HLA-presentatorer-
na speglar med andra ord forindringar inuti en cell pd cellens
yta sd att immunsystemet kan uppticka dessa intracellulira
forindringar och vid behov eliminera cellen. Varje T-cell har
en unik T-cellsreceptor (TCR) for att identifiera en unik epi-
top (del av ett proteinantigen) som presenteras av HLA. Vir
samlade T-cellsrepertoar, T-celler med olika TCR och darmed
specificitet for olika epitoper, har forméigan att kinna av i
princip varje forindring i en cell. En T-cell kinner igen en
virusinfekterad cell pa grund av att den infekterade cellens
HLA presenterar epitoper fran virusprotein pa cellens yta,
vilket leder till att T-cellen utsondrar faktorer som dédar den
virusinfekterade cellen. Tumércellers HLA presenterar epi-
toper frin muterade cancerspecifika proteiner pé sin yta, vil-
ket T-celler har forméga att kinna igen. Muterade kropps-
egna proteiner ir dock inte lika immunogena som frimman-
de virusproteiner, vilket medfor att immunsystemet ir betyd-
ligt effektivare pd att eliminera virusinfekterade celler dn tu-



mérceller. Det medfér att minga tumdrer forblir i princip
osynliga f6r immunsystemets T-celler.

ATTACKERA | EN ANDRA VAG

Forskare har férsoke utrusta CAR-T-celler med cytokiner och
kemokiner som kan aktivera T-celler att kinna igen forind-
ringar i muterade proteiner hos tumorceller att attackera tu-
méren i en andra vag. Ett problem har varit att cytokiner/
kemokiner som CAR-T-celler pa detta artificiella sitt produ-
cerar utsondras vid ofysiologiska, alltfér hoga nivder, vilket i
vissa fall ocksd lett till toxicitet. Vi har nu tagit detta koncept
ett steg lingre och utrustat CAR-T-celler med inducerbar fri-
sittning av ett protein som hirstammar frin Helicobacter Py-
lori och benimnts neutrofilaktiverande protein (NAP). Det
har tidigare visats att NAP kan omvandla en immunhim-
mande mikromiljé till ace bli immunaktiverande, vilket ar vad
som efterstrivas vid immunterapi av cancer. Vi har nu visat

attutsondring av NAP fran CAR-T-celler leder till frisittning
av en mingd cytokiner och kemokiner fran nirliggande im-
munceller. Man far pé s vis en bred immunaktivering i tu-
mérmikromiljon och det viktiga, tror vi, dr att frisittningen
av kroppsegna cytokiner och kemokiner pa detta sitt sker vid
fysiologiska nivaer. Utvecklingen av CAR(NAP)-T-celler har
tagit flera ar, men de prekliniska forsok vi genomfort ser
mycket lovande ut och vi har tidigare i ar publicerat detta ar-
bete i den vilrenommerade tidskriften Nature Biomedical
Engineering (doi: 10.1038/541551-022-00875-5).

I publikationen pévisar vi att CAR(NAP)-T-celler funge-
rar betydligt bittre in konventionella CAR-T-celler i samt-
liga undersokta tumérmodeller, oberoende av tumércellernas
ursprung och oberoende av vilket antigen som CAR-T-celler-
na riktade sig mot samt oberoende av haplotyp hos de méss
som anvindes i forsoken. Vi etablerade ocksi tumérmodeller
dir enbart hilften av tumércellerna i en tumér har det antigen
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Figur 2. Forklaringsmodell for hur CAR(NAP)-T-celler, CAR-T-celler som utsondrar NAP, kan aktivera ett brett antitumoralt T-cellssvar. CAR-T-celler

framstalls for att binda till en specifik struktur (CAR-antigen) som aterfinns pa tumorcellers yta och darigenom doda tumérceller. CAR(NAP)-T-celler
dodar tumorceller (steg 1) samtidigt som de utsondrar NAP (steg 2). NAP rekryterar immunceller fran blodet (steg 3) som i sin tur utséndrar immun-
aktiverande cytokiner och kemokiner. NK-celler och neutrofiler som rekryterats attackerar dessutom tumaorcellerna (steg 4). NAP lockar dven till sig
dendritiska celler (DC) som tar upp cellrester fran avdédade och déende tumorceller (steg 5) och bryter ner dess protein till sma fragment. DC mig-
rerar darefter via lymfan till en dranerande lymfkortel (steg 6) dér de med hjalp av sina HLA visar upp proteinfragmenten. T-celler med T-cellsrecep-
torer (TCR) som kanner igen tumorspecifika proteinfragment, sa kallade epitoper, aktiveras (steg 7) och lamnar darefter lymfkorteln. De aktiverade
T-cellerna tar sig via blodbanan tillbaka till tumoren och dodar tumaorceller som via HLA presenterar tumaorspecifika epitoper (steg 8). Dédandet som
induceras av de aktiverade endogena T-cellerna ar helt oberoende av om tumdrcellerna uttrycker det antigen som CAR(NAP)-T-cellerna riktar sig
mot eller ej. Pa s& vis kan man komma runt problemet med en immunhdmmande mikromiljé och heterogent och ojamnt uttryck av antigen i

solida tumorer.
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som CAR-T-cellerna ir riktade mot. I sidana tumérmodeller
lyckades konventionella CAR-T-celler inte bota nigra moss
alls och inte ens forlinga verlevnaden hos méssen. Behand-
ling med CAR(NAP)-T-celler diremot férlingde dverlevna-
den avsevirt och lyckades bota en betydande andel av méssen.
Vi kunde vidare pavisa att detta berodde pé att frisittning av
NAP bidrog till aktivering av professionella antigenpresente-
rande dendritiska celler (DC) som genom HLA-presentation
av tumdrspecifika antigenfragment (epitoper) som de plockat
upp fran avdédade tumorceller i sin tur aktiverade T-celler att
kinna igen dessa tumdrspecifika epitoper. Fenomenet att ak-
tivera T-celler mot fler méltavlor hos tuméren, som benimns
epitop-spridning, kunde pavisas i flertalet tumérmodeller vil-
ket indikerar att effekten kan vara universell. I figur 2 presen-
teras en modell for hur vi tinker oss att CAR(NAP)-T-celler

, , Vi har ocksa visat (dinnu

opublicerade data) att
inkubation av NAP-protein i
humant blod inte leder till allt-
for hog friséittning av cytoki-
ner eller aktivering av celler i
blodet, utan att friséittning och
aktivering sker till signifikant
ligre nivaer dn for vissa andra
redan godkdnda immunolo-
giska likemedel. Sammantaget
ger det oss en stark tillforlit att
kunna ga vidare och utviirdera
CAR(NAP)-T-celler vid behand-
ling av cancer.

inducerar epitop-spridning i samband med att de attackerar
tumérer med ett heterogent uttryck av the antigen CAR-T-
cellerna riktar sig mot.

Vidare visade vi att den terapeutiska effekten hos
CAR(NAP)-T-celler var precis lika god hos méss som vacci-
nerats att producera antikroppar mot NAP som hos moss som

MAGNUS ESSAND, PROFESSOR, INSTITUTIONEN FOR IMMUNOLOGI,
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saknar NAP-antikroppar. Detta forsok genomfordes for att
sikerstilla att behandlingen kan forvintas fungera dven for
cancerpatienter som i ett tidigare skede haft en Helicobacter
Pylori-infektion. En annan viktig frigestillning var att under-
soka om utsondringen av NAP frin CAR(NAP)-T-celler leder
till 6kande toxicitet. Glidjande nog kunde vi visa att s inte
var fallet f6r mdss som behandlades med CAR(NAP)-T-celler
jamfért med moss som behandlats med konventionella CAR-
T-celler. Vi har ocksd visat (innu opublicerade data) att inku-
bation av NAP-protein i humant blod inte leder till allefor hog
frisitcning av cytokiner eller aktivering av celler i blodet, utan
att frisitening och aktivering sker till signifikant ligre nivier
an for vissa andra redan godkinda immunologiska likemedel.
Sammantaget ger det oss en stark tillforlit att kunna gé vidare
och utvirdera CAR(NAP)-T-celler vid behandling av cancer.

FORSTA KLINISKA STUDIEN PA GANG

Dirfor forbereds nu en férsta klinisk studie med CAR(NAP)-
T-celler vid Akademiska sjukhuset i Uppsala och Karolinska
Universitetssjukhuset i Huddinge. CAR(NAP)-T-cellerna
kommer att vara riktade mot CD20, ett antigen, som liksom
CD19 ir hége uttrycke i B-cellslymfom. Lymfompatienter
som kommer att inkluderas i studien ir de som endera inte
kan behandlas inom redan godkinda behandlingsprogram
med CD19 CAR-T-celler eller patienter som fict aterfall efter
sin CD19 CAR-T-cellbehandling. Vi hoppas att CD20-rikta-
de CAR(NAP)-T-celler ska inducera aktivering av patientens
egna kroppsegna T-celler och dirmed leda till en ligre dter-
fallsfrekvens dn vad som ir fallet vid behandling med redan
godkinda CD19-riktade CAR-T-celler. Vidare hoppas vi kun-
na uppna behandlingseffekt dven f6r lymfompatienter som
tidigare behandlats med CD19 CAR-T-celler men fate aterfall
med ett lymfom som saknar CD19-uttryck, och som idag sak-
nar effektiv behandling.

Uppsala universitet kommer att vara sponsor fér denna for-
sta akademiskt drivna studie dir forskningsmedel for att be-
kosta studien kommit in dels fran Cancerfonden genom ett
utokar stdd till undertecknad, Magnus Essand, och dels frin
Elicera Therapeutics, ett spinn off-foretag som satts upp av
forskarkollegorna Di Yu och undertecknad vid Uppsala uni-
versitet. Genom att bilda Elicera Therapeutics har vi lyckats f3
in industrirelaterade forskningsanslag, dels frin Vinnova och
dels ett storre si kallat Acceleratoranslag frin European Inn-
ovation Council (EIC) som gir dirckt in i denna forsta kli-
niska studie. Vi planerar dessutom for en studic med
CAR(NAP)-T-celler f6r behandling av den svarartade hjirn-
tumérformen glioblastom, dd med CAR(NAP)-T-celler som
riktar sig mot proteinet interleukin 13 receptor alfa 2 (IL-
13Ra2) som &veruttryck pd cellytan av en majoritet av alla
glioblastom. Denna studie hoppas vi kunna dra iging inom
tva till tre ar.
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