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En berittelse om att kombinera immunoterapi
med ultrahypo-fraktionerad stralterapi

Denna berittelse dr dedicerad till minnet av min 60 driga medverkan i John
och Augusta Perssons Stiftelse for Vetenskaplig Medicinsk forskning sérskilt
rorande cancerforskning framst vid Lunds Universitet. Alltsedan Stiftelsens
bildande 1964 deltog jag tillsammans med min mentor, laborator och senare
professor Kurt Lidén 1 dess aktiviteter.

Efter det att jag eftertrdtt Kurt Lidén som professor i medicinsk radiofysik och
tillika chef for sjukhusfysiken 1 Lund blev jag 1984 medlem 1 stiftelsens
vetenskapliga rdd, och fran 1998 som dess vice ordforande, och verksam i
stiftelsen fram till min avging 2024.

Under de forsta dren blev min medverkan att framstilla Teknetium-99m
radiofarmaka till Nordens forsta Gammakamera som stiftelsen donerat till
Jubileums kliniken 1 Lund.

Senare stodde stiftelsen verksamheten med mikrovags behandling av
brostcancer-recidiv 1 kombination med 14g-dos stralbehandling vilket bland annat
initierade denna berittelse.

I samband med stiftelsens 20 ars jubileum fick min verksamhet att i Lund
bygga Nordens forsta Magnet Resonans kamera ett generost stod med datorkraft
frén IBM.

Jag lamnar nu stiftelsen med denna beréttelse om immunoterapi kombinerad
med ultrahypo-fraktionerad strdlterapi, som jag hoppas skall inspirera nigon till
ytterligare klinisk utvédrdering som ett terapeutiskt alternativ for patienter med
aterkommande cancer efter genomgéangen konventionell behandlings regim.

Lund den 26° november 2024

Bertil RR Persson Fil.Dr. jub., Med.Dr. h.c.
Professor emeritus Medicinsk Stralningsfysik
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Sammanfattning:

Denna beréttelse om immunoterapi kombinerad med ultrahypo-fraktionerad
stralterapi har sitt ursprung 1 den kliniska studie som pd engelska bendmdes
"Brain Immune Gene Tumour Therapy" (BRIGTT) som professor Leif G, Salford
1 Lund initierade strax innan 2000-millienium-skiftet. Ett specifikt tumorvaccin
framstélldes baserat pa tumdrceller som han extraherade ur tumdrvévnad fran den
gliom-patient han tidigare opererat. Overlevnadstiden hos de vaccin behandlade
patienterna forlingdes men inga tillfrisknade helt.

I forsok att forbdttra vaccinations effekten utnyttjades den tumormodell som
anvéandes vid den prekliniska tumérimmunologiska forskning som lag till grund
for Salfords kliniska studie.

I ett forsok att kombinera vaccin-behandling med stralterapi behandlades
Fischer 344 réttor med N29gliom-tumdrer inokulerade i hjarnan.

e Enbart strdlbehandling en gdng med 5 Gy resulterade inte 1 nédgra
overlevare.

e Diremot om immuniserings-terapi med 3 omgingar vaccin
kombinerades med endast en fraktion & 5Gy stralterapi, 6verlevde sex
av itta behandlade djur (ca.75%).

Detta dramatiska resultat for en tidigare obotlig tumor sporrade till att forsoka
verka for en ny tumor behandlings regim med immunoterapi 1 kombination med
hypofraktionerad strdlbehandling 1 endast nigra fa fraktioner.

Nu efter 20 ar har det borjat rapporterats om kliniska studier som visar att
immunoterapi 1 kombination med hypofraktionerad strilbehandling ocksa
fungerar utmirkt med ldkemedel, s& kallade immunkontrollpunktshimmare,
vilka anvinds for att blockera CTLA-4 och PD1 receptorer, sa att mordarcellerna
de cytotoxiska T-lymfocyterna CTL mer effektivt kan eliminera cancercellerna.

Det har under darens forsok att sprida kunskap om kombinationen
immunoterapi med hypofraktionerad stralbehandling visat sig svért att bryta
anvandningen av den konventionella kliniska stralbehandlingen med uppét 30-40
dagliga fraktioner & 2 Gy. De hittills genomforda kliniska forsoken med att
kombinera immunoterapi med konventionell strélterapi har emellertid resulterat i
sparsamma effekter.

Nyligen har en en Grekisk studie av Koukourakis och medarbetare visat att
lokaliserad hypofraktionerad strélterapi fungerar som forstirkning till immuno-
terapi med kontrollpunkts PD-1 himmare.
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De behandlade cancerpatienter med aterkommande inoperabla huvud-och hals
tumorer efter tidigare konventionell strdlbehandling och kemoterapi.
Hypofraktionerad strilbehandling (HFRT) 4 8 Gy administrerades 1 en, tvéa eller
tre fraktioner med en fraktion per vecka tillsammans med Nivolumab anti-PD1
immunoterapi. Tidiga och sena strédlterapi-toxiciteter var minimala och &dven
immunoterapin visade en utmaérkt tolerans med endast 3 patienter som avbrot
immunoterapin.

Hos patienter som fick anti-PD1 immunoterapi 1 kombination med 2-3
fraktioner HFRT a 8Gy var det objektiva tumor responset over 80 %, medan
57% noterades 1 kombination med endast en 8 Gy-fraktion strdlning.

Patienter med icke-sméicellig lungcancer som efter konventionell radikal
kemo-radioterapi fatt lokalt &terkommande tumér behandades ocksa med anti-
PD1-immunoterapi i kombination med en eller tvd 8 Gy-fraktioner hypo-
fraktionerad strdlbehandling. Resultatet av detta immuno-radioterapischema var i
en grupp NSCLC-patienter 27,2 % kompletta remissioner och 81,8 % objektiva
svarsfrekvenser. Den 22-méanaders lokoregionala aterfallsfria frekvensen var 54,5
%, medan den berdknade 2-ars sjukdomsspecifika totala 6verlevnaden var 62 %.

Deras resultat inspirerade till att presentera denna berittelse om
immunoterapi kombinerad med ultrahypo-fraktionerad stralterapi:

Kapitel 1  ger en prolog till hur det hela borjade

Kapitel 2 ger en 6versikt av vilka mekanismer som kan forklara samverkan av
den joniserande strdlningen med immunsystemet. Det dr inte helt
sjdlvklart hur dessa sa vitt skilda dicipliner kan samverka. Vilket
demonstreras i det fatala misslyckandet att kombinera konventionellt
fraktionerad stralbehandling med immunoterapi.

Kapitel 3  ger en sammanfattning av de prekliniska studier som berett vigen for
klinisk immunoterapi kombinerad med ultrahypofraktionerad
stralterapi.

Kapitel 4 ger en sammanfattning av kliniska studier

Kourakis och medarberates resultat inspirerade till denna berittelse om
immunoterapi kombinerad med ultrahypo-fraktionerad strdlterapi, som jag
hoppas skall motivera till ytterligare klinisk utvédrdering som ett terapeutiskt
alternativ for patienter med &terkommande cancer efter genomgangen
konventionell behandlings regim.
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Kapitel 1
Prolog

1.1 “Brain Immune Gene Tumour Therapy' (BRIGTT).

Immunsvaret mot hjarntumdéren malignt gliom (GBM) utgors frimst av den
tumordodande funktionen hos aktiverade cytotoxiska T-celler (CTL). Séledes
borde en vaccinationsregim som forstirker effektor funktionerna hos CTL och
samtidigt okar antalet lymfoida celler 1 gliomet kunna ge en effektiv terapi.

For att studera detta initierade vid millennium-skiftet Professor Leif G, Salford
vid Lunds Universitet en klinisk studie som pa engelska bendmdes: "Brain
Immune Gene Tumour Therapy" (BRIGTT) (Salford et al., 2001a, Salford et al.,
2002, Salford et al., 2001b, Salford et al., 2022).

Ett specifikt tumorvaccin framstilldes baserat pa tumorceller som
extraherades ur tumorviavnad fran den gliom-patient han tidigare opererat. Efter
separation av tumorcellerna, infekterades de med ett Adenovirus som hade en gen
for humant interferon-gamma (IFNy). De transfekterade cellerna bestrdlades med
gammastrdlning sd att tumorcellerna inte skulle kunna foroka sig efter de
administrerats till patienten (Baureus-Koch et al., 2004). Efter bestrdlningen
undersoktes cellerna med avseende pa graden av IFNy-produktion. med hjélp av
ELISA-maétningar.

Vaccinet administrerades till patienten 1 huden for aktivering av immun-
systemet och produktion av specifikt aktiverade T-lymfocyter (CTL) som
passerar genom blod-hjérnbarridren. I hjarnparenkymet soker de aktiverade T-
cellerna eliminera bade dtervéxt frin den ursprungliga bortopererade tumoren och
migrerande "gerilla"-celler i den omgivande hjarnan (Salford et al., 2001a, Salford
et al., 2002, Salford et al., 2001b, Salford et al., 2022).

Den kliniska studien omfattade atta patienter, mellan 50 och 69 éar, som
tidigare programenligt behandlats med kirurgi och stradlbehandling utan
biverkningar eller toxicitet men fétt indikationer pd aterkommande tumdrvéxt. De
immuniserades mellan 8 och 14 génger med sitt specifika tumorvaccin.
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Neurologisk status och livskvalitet var ofordndrad under immunoterapin. I studien
ingick dven en kontrollgrupp pé nio liknande gliom-patienter som ocksé primért
hade behandlats programenligt med kirurgi och stral-behandling.

Efter att patienterna immuniserades med sitt vaccin blev gruppens totala
median-Overlevnads tid 488 dagar (16,1 méanader) vilket var signifikant ldngre (p
< 0,05) jamfort med 271 dagar (9,0 manader) hos patienterna i den matchade
kontrollgruppen. De immuniserade patienternas Overlevnadstid var ocksa
signifikant ldngre jamfort med alla GBM-patienter som behandlats p4 samma
klinik under samma period och med andra kontrollgrupper inom samma
alderskohort (Salford et al., 2022).

1.2 Kombination med stralterapi

Roszman och medarbetare visade emellertid ar 1991 att eliminering av alla
gliomceller inte sker ens nir CNS-tumorer exponeras med stora populationer av
T-lymfocyter (Roszman et al., 1991). Detta viackte fragan om immunisering med
tumorvaccin kunde kombineras med nagon annan terapi. Nérmast till hands 14g
strélterapi som vi tidigare framgangsrikt anvéint for behandling av brostcancer-
recidiv i kombination med hypertermi.

En av mina doktorander Per Nilsson studerade pa 1980-talet tillsammans med
onkologlédkaren Lisa Kjellén hur en kombination av mikrovédgs-inducerad
hypertermi och 1agdos(30 Gy) konventionell strdlbehandling 4 2Gy per dag skulle
kunna anvéndas for behandling av brostcancer recidiv.

Med en speciell mikrovags-applikator behandlades forst tumorer implanterade
pa flanken av moss. Efter att tumorerna férsvann hos mdss som behandlats med
en kombination av hypertermi och strdlbehandling, utvecklades metoden till
behandling av patienter.

Figur 1-1
Min presentation av var
forsta hypertermi

behandlings utrustning med
IMSALI datorn for H.M. kung
Carl XVI Gustav vid
Forskningens dag 1983, i
Lund.

I vénster hand haller
jag den patient applikator
som Per Nilsson och Lisa
Kjellén anvénde vid
behanlingen av patienter.
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Till forskningens dag 1983 fick jag uppdraget att forevisa hypertermi
utrustningen for Sveriges kung H.M. Carl XVI Gustav och H.M. drottning Silvia.

Med den vagledare-applikator som visas 1 Figur 1-1 ansluten till mikrovégs
utrustningen behandlades patienter med lokala brostcancer recidiv (Nilsson et al.,
1982b, Nilsson and Persson, 1985). Patient behandling av brostcancer-recidiv i
kombination med strdlbehandling genomfordes under 1980 talet framgangsrikt
vid de onkologiska klinikerna i bdde Malmo och Lund (Lindholm et al., 1982,
Lindholm et al., 1983, Nilsson et al., 1982a, Lindholm et al., 1985, Lindholm et
al., 1987, Lindholm et al., 1995).

Lindholm, och medarbetare summerade ar 1995 erfarenheterna av
prognostiska faktorer for tumorsvar och hudskador vid kombinerad
stralbehandling och hypertermi vid ytliga aterkommande brostcarcinom
(Lindholm et al., 1995).

Prognostiska faktorer for fullstindigt tumoérsvar och akut hudskada vid
kombinerad hypertermi och strilbehandling analyserades frdn patienter med
aterkommande brostcancer 1 tidigare bestrdlade omraden. Stralbehandling gavs
dagligen 4 2Gy till en total absorberad straldos av 30,0 Gy pé 2 veckor eller 34,5
Gy pa 3 veckor.

e Schema A: Det forsta strdlbehandlings schemat kombinerades med
viarme tva ganger 1 veckan, totalt fyra virmebehandlingar.

e Schema B: Det andra strilbehandlings schemat kombinerades med
hypertermi antingen en eller tvd ganger i veckan vilket resulterade 1
totalt tre virmebehandlingar, eller

e Schema C: med sex virmebehandlingar.

Hypertermi inducerades med mikrovagor (2450, 915 eller 434 MHz) via
externa applikatorer och gavs alltid efter strdlbehandlingen. Den fullstdndiga
responsen (CR) hos evaluerbara patienter var 71 % (49 av 69 patienter). Det fanns
ingen signifikant skillnad 1 CR-frekvens mellan de tre olika hypertermischeman.

For respektive schema var CR-frekvenserna:

e Schema A: 74 % (14/19),
e Schema B: 65 % (15/23),
e Schema C: 74 % (20/27) .

(Lindholm et al., 1995 ).

Peeken, diskuterade ar 2017 om anvidndningen av hypertermi 1 modern
stralningsonkologi (Peeken et al., 2017 ).
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Forutom att forstirka effekten av stralning orsakar hypertermi férdndringar 1
perfusion, syresittning, hdmning av DNA-reparationsmekanismer. Det finns
ocksa indikationer fOr immunstimulering och induktion av systemiska
Immunsvar.

Trots det 6kande antalet gedigna kliniska studier har emellertid endast ett fatal
onkologiska kliniker inkluderat hypertermibehandling i sin repertoar. Under ren
har dock rikliga prospektiva och randomiserade kliniska data dykt upp som visar
en tydlig fordel med kombinerad hypertermi och stralbehandling for ytliga brost-
cancer recidiv, livmoderhals-cancer eller cancer 1 huvud och hals regionen.

Sammanfattningsvis menade Peeken att i samband med riktad systemisk terapi

och forbittrad kemoterapi for mikrometastaserande sjukdom kan hypertermi-
behandling for lokal kontroll fa klinisk betydelse (Peeken et al., 2017 ).

1.3 Immunoterapi med tumorvaccin i kombination med stralning

Graf och medarbetare genomforde 2003 immunisering genom s.c. injektion
av bestrdlade syngena tumorceller som inducerar lokalisering av T-celler (CTL)
till Fischer-344-rittor med intrakraniella implanterade T9-glioblastom tumdrer.
Denna procedur korrelerade dock inte med en botande effekt utan verkade istillet
forstarka tumorprogression (Graf et al., 2002).

De fann emellertid att kombinationen av immunisering med stralnings-
exponering 1 rattmodeller visade ett okat terapeutiskt svar pa T9-glioblastom, och
att total remission av tumorer forekom hos néstan 50 % av djuren (Graf et al.,
2002). Dessutom utvecklade djuren gliomspecifik immunitet genom strél-
behandling kombinerad med cellulir vaccination.

Samtidig administrering av cellulir immunisering och strdlbehandling
himmade saledes tumoren fran att producera immunosuppressiva faktorer, vilket
gynnade ett antitumorsvar (Graf et al., 2002).

Lumniczky och medarbetare rapporterade ar 2002 om att den terapeutiska
effekten 1 en hjarn-tumdérmodell f6r musgliom (G1261) d6kar genom att kombinera
cytokinproducerande cancercell-vacciner och lokal konventionell stral-
behandling (Lumniczky et al., 2002).

De behandlade hjarntumorbiarande moéss med olika cytokinproducerande
vacciner, framstillda genom in-vitro-transfektion av GL261 musgliom-celler med
motsvarande adenovirala vektorer (IL-4, IL-6, IL- 7, GM-CSF, TNFy, LIF, LT).

10
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Det vaccin som producerade IL-4 eller GM-CSF visade sig eliminera 20-40 %
av tumorerna hos mossen.

Genom att kombinera lokal tumdrbestrédlning och vaccination av syngena
tumorceller transfekterade med GM-CSF, IL-4, eller IL-12 vektorer eliminerades
emellertid omkring 80-100 % av tumodrerna hos de gliombdrande mdssen. Hog
effektivitet av kombinerad behandling bibeholls dven under suboptimala
forhdllanden dér ingen av modaliteterna ensamma botade ndgon av mossen
(Lumniczky et al., 2002).

Dessa experimentella fynd 1 ratt- och mus-modeller tyder pa att
vaccinationsterapi kan 6ppna en ny potential 1 den kliniska behandlingen av
hoggradigt gliom nir den appliceras som adjuvans till befintliga
behandlingsmodaliteter sdsom stralterapi (Graf et al., 2002, Lumniczky et al.,
2002 42).

Denna berittelse om immunoterapi kombinerad med ultrahypo-fraktionerad
stralterapi har sitt ursprung 1 véra studier 1 Lund av hur immunisering med
interferon-gamma-utsondrande  syngena tumorceller kombinerades med
stralbehandling. Forsoken borjade ar 2003 med den tumérmodell som anvénts
vid den pre-kliniska forskning som 1ag till grund for Salfords kliniska studie som
redovisats ovan.

I ett forsok ar 2004 inokulerades 5000 N29 tumorceller 1 hjarnan péa Fischer
344 rattor som arrangerades i grupper enligt Tabell 1-1.

Tabell 1-1
Djuren med intracerebrala tumdrer arrangerades i foljande grupper:
Gruppnummer Behandling Antal djur
Bl Kontroller utan behandling 6
B2 Strélning 5 Gy 8
B3 Strélning 15 Gy 8
B4 Immunisering 6
B5 Strélning 5 Gy + Immunisering 8
B6 Stralning 15 Gy + Immunisering 8

En vecka efter inokuleringen d& djuren utvecklat intracerebrala tumdrer
bestralades de, sdsom visas 1 figur 1-2, genom att tillféra en absorberad straldos

11
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pa antingen 5 eller 15 Gy mitt med ett TLD-chip placerat bredvid tumdren under
faltbolus.

Inom en timme efter stralbehandlingen skedde immunisering hos hilften av
djuren med 1.p. injektion av tre miljoner stralsteriliserade (70Gy) syngena IFNy-
utsondrande N29-celler. Vaccineringen av djuren upprepades efter 14 och 28
dagar. Nar dagliga observationer visade tecken pd symtom pa vdxande tumorer
blev deras hjarnor histopatologiskt undersokta.

Figur 1-2

Co-60 gamma o .
Bestrilning av Intracerebral

SSD 50 cm

ratt-tumor med en stralnings
faltstorlek kollimerad for att
tidcka hjdrnan (1x1 cm?).

Med joniseringskammare
mittes den adsorberade dosen av
antingen 5 eller 15 Gy och TLD-
dos sensor.

Radiation dose meter
Diode and LiF chip

Brain tumor
Radiation field 1x1 cm?

Ett 5 mm tjockt ark av
p_— vévnadsekvivalent bolus
il - | placerades 6ver huvudet for
uppbyggnad av stralningen.

Djuren observerades dagligen med avseende pa symtom av de védxande
tumorerna. Nir de var starkt pdverkade offrades de och hjdrnan undersoktes for
tumortillvaxt. Tumoren resekterades och vigdes.

I Figur 1-3 visas diagram av Overlevnadstiden efter inokuleringen av rattor 1
de olika grupperna med olika behandlingar.

Av kontrollerna utan behandling 6verlevde 1 av 8, vilket var extremt ovanligt.

Med endast immunoterapi utan stralning dverlevde 2 av 6 behandlade djur (ca
33%).

Enbart strdlbehandling en gdng med 5 Gy resulterade inte 1 nigra overlevare,
men med 15 Gy overlevde 2 av 8 djur (ca 25%).

Déremot med immuniseringsterapi 3 ganger kombinerat med en fraktion av
15Gy strélterapi overlevde fem av étta (63%) och med 5 Gy sex av 4tta behandlade
djur (ca.75%).

Resultaten presenterades emellertid forst vid “The International Conference
on Biomedical Engineering and Informatics” (BMEI 2008) 1 Sanya, Hainan,
China (Persson et al., 2008).

12
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Studien blev ocksé publicerad 1 tidskrifter ”Radiation Research’ med beniget
bistand fran Silvia C Formenti, och Sandra Demaria som studerat
immunformedlad hdmning av metastaser efter tumdr behandling med lokal
stralning och CTLA-4-blockad altenativt vaccination (Demaria et al., 2005,
Newcomb et al., 2006, Persson et al., 2010).-
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Figur 1-3

Overlevnadsdiagram av antalet rittor med intracerebralt implanterade N29-
tumorkontroller (6vre till vanster), Immunisering med syngena N29-tumdrceller
(6vre till hoger); stralbehandling RT (nedre till vénster) och en kombination av
stralbehandling RT och immunisering IFNg (nedre hoger) (Persson et al., 2010).

1.4 Fortsatta studier

Stralbehandling f6r cancerbehandling har levererats mer eller mindre pa
samma sitt under de senaste 100 aren. Fraktioner med 14g dos (2 Gy) ges dagligen
tills en hog maldos (60-70 Gy) uppnas. Denna behandlingsregim syftar till att
eliminera tumdren genom strlningsinducerad cancercelldod. Men traditionell
fraktionerad stralbehandling minskar emellertid ocksa antalet strdlningskansliga
T-celler (CD3+, CD4+ och CD8+) 1 tumdren och forhindrar dirmed immunogen
celldod.

Vi har under de géngna aren forsokt sprida kunskap om stralbehandling 1
kombination med immunoterapi sammanfattades effekterna av olika
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fraktioneringsmetoder for strdlning pa tumoren och olika immunceller: CD4+ och
CD8+ T-celler, Treg, naturliga mordarceller (NK) och dendritiska celler (DC)
(Persson, 2011, Ceberg and Persson, 2013).

Nyligen har kliniska studier 1 Grekland med storframgéang testat lokaliserad
hypofraktionerad strilterapi som forstarkning till immunoterapi med immun-
kontrollpunkts PD-1 himmare (Koukourakis et al., 2023).

Detta inspirerade mig till att presentera denna beréttelse om immunoterapi
kombinerad med ultrahypo-fraktionerad strdlterapi. Kanske kan den stimulera
nagon till att genomfora kliniska studier av att kombinera -etablerade
immunoterapiregimer med intermittent 5 till 8 Gy ultra-hypo-fraktionerad
stralterapi iHFIRT. Denna terapeutiska samverkans regim kan ocksa 6ppna upp
mojligheten for minska sannolikheten f6r biverkningar och recidiv.
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Kapitel 11

Samspelet mellan stralterapi och immunrespons

2.1 Tumorens mikromiljo

Cancerprogression dr ndra relaterad till tumormikromiljon diar tumoren
existerar tillsammans med omgivande blodkirl, immunceller, fibroblaster,
benmaérgshirledda inflammatoriska celler (MDSC), signalmolekyler och den
extracelluldra matrisen. Tumdrer kan péverka mikromiljon genom att frigora
extracelluldra signaler som fradmjar tumorangiogenes och inducera immun-
tolerans vilket stimulerar tumor tillvixten, medan immunceller 1 mikromiljén
forsoker himma tillvdxten och utvecklingen av cancerceller.

Stralbehandling dodar cancerceller vilket okar frisdttningen av endogena
tumor-antigen som aktiverar antigen-presenterande celler APC. Detta gynnar
produktionen av tumoérdddande Cytotoxiska Tumdr Lymfocyter (CTL) som ar
CD8+T-lymfocyter (Formenti and Demaria, 2009, Formenti, 2017).

Single or hypo-fractionated Microenvironment, Stroma
Irradiation of Tumour And Lymph node

- Release of :

Antigen , and HMGB1, ATP
Tumour Cell Death Inactivation of immune-

A suppressing
of radiation Native MCSC cells,

surrounding the tumour and
decreaseof T

Up-regulation of:
*MHC1
*FAS/CD95 T DC Maturation

« ICAM-1 A0 and T-cell priming
*LFA-3 IFNy production

« TAA: CEA; MUC-1 CTL (CD8+) proliferation
and tumour infiltration

Figur 2-1
Strélningseffekter pa tumdrens mikromiljo

17



Acta Scientiarum Lundensia, 2024-003 2024-11-26
ISSN 1651-5013

Tumdorernas beteende bestdms 1 hog grad av tumdrcellernas interaktion med
olika immunceller, sisom
e T-celler: CTL(CDS8"), Tu (CD4"), Treg (CD4", CD25")
¢ Naturliga mordarceller (NK),
¢ Dendritiska celler (DC),
e Myeloid-hirledda suppressorceller (MDSC) och
e Tumorassocierade makrofager (TAM).

Myeloid-hirledda suppressorceller (MDSC) bidrar till angiogenes och
vaskuldrgenes och é&r, liksom regulatoriska T-celler, Treg(CD4",CD25"),

kraftfulla suppressorer av antitumoreffekten hos CTL-celler.

Dendritiska celler dr nérvarande, men deras mognad till effektiva
antigenpresenterande celler himmas av vaskulédr endotel tillvixtfaktor (VEGF)
fran tumor och stromal sekretion, samt interleukin-10 och TGF-8.

Tumdrassocierade makrofager(TAM) fradmjar tumdrprogression genom att
utsondra en mingd olika faktorer, inklusive matrismetalloproteinaser och

immunosuppressiva cytokiner.
MI-makrofager ar pro-inflammatoriska celler som kan utsondra pro-

inflammatoriska cytokiner, aktivera endotelceller och inducera rekryteringen av
andra immunceller till inflammerad vdvnad.

M2-makrofager hdmmar inflammation genom frisittning av anti-inflam-
matoriska mediatorer och sikerstiller vavnadsintegritet.

Dessutom finns en vaskuldr komponent som innefattar blod och lymfatiska
endotelceller som kommunicerar med varandra och med cancercellerna.

Tumour Environment

Immuno-suppressive Dendritic cells

MDSC cells

)

CTLcells CD8+

Toop regulatory T-cells
CDA{+)CD25(+) Natural killer cells

T, Helper-cells
Macophage M1 CD4{+)  pacophage M1

§ L

Figur 2-2
Celler i Tumdrens mikromiljo
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2.2 Strilningens effekter pa tumorens mikromiljo

Stralterapi kan paverka tumorceller bdde med DNA-skada och genom att
modifiera tumdrens mikromiljo (TME) med olika effekter beroende pa levererad
absorberad dos, Strédlbehandling med hog absorberad dos (10-20 Gy/fraktion)
inducerar nekros och massiv inflammation och ger upphov till immuno-
suppressiva effekter. Medan 1ag absorberad dos (5-8 Gy/fraktion) ger forut-
sattningar for immunologisk dod med lagre immunosuppression.

Lymfocyter dr bland de mest stralkdnsliga vita blodkropparna och akut
lymfopeni observeras ofta efter fokal strilterapi med hog straldos, troligen pa
grund av att bestrlningen dodar lymfocyter nér de passera genom strlfiltet .

Konventionell fraktionerad strélterapi 4 2 Gy resulterar 1 forlust av aktiva
lymfocyter 1 helkroppsvolymen med en forlust i genomsnitt ca. 11% (Ellsworth
et al., 2020). Efter avslutad konventionell strdlbehandling kan en del patienter
uppvisa ihdllande Lymfopeni under langa perioder.

Hyperfraktionerad strélning kan frdmja dendritiska cellers upptag av anti-gen
frdn doende cancerceller, och frigérandet av antigener som kan presenteras mer
effektivt. Aven “High mobility group box 1”-protein (kodas av HMGBI1-genen)
som frigoérs frdn doende cancerceller dr en s kallad farosignal som aktiverar
dendritiska celler och har foreslagits som ett DNA-vaccinadjuvans

I overlevande cancerceller kan bestrdlningen bidra till okat uttryck av
adhesions molekyler, sasom intercelluldr adhesionsmolekyl (ICAM)-1,
celldédsreceptorn-1 PD-L1, Fas (apoptos receptor) och major histocompatibility
complex class I (MHC-I). Dessutom aktiveras anti-gen-presenterande molekyler
(APC) som stimulerar produktionen av cytotoxiska tumor lymfocyter CTL med
formaga att identifiera och doda tumor-celler.

Flera timmar efter exponering for strlning aktiveras &ven mTOR-véigen, med
frisdttning av stralningsspecifika peptider som kan inducera ett tumorspecifikt
immunsvar.

Joniserande stralning genererar dven kemokiner, sdsom CXCL16, som
attraherar CTL-celler till den bestralade tumorvolymen.

Hyperfraktionerad strilbehandling gynnar immunologiska effekter som kan
forstarkas med effektiv immunoterapi. Dessa mekanismer involverar upp- eller
nedreglering av membranmolekyler, sasom PD-L1, HLA-klass-I, CD80/86,
CD40, CD47 och Fas/CD95, vilka spelar en viktig roll i immunkontroll-
punktsvigar och 0kat cytokinuttryck (t.ex. Interferon INFa.,B,y, IL1,2 och TNFa)
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av cancer eller immunceller. For att verkan av alla dessa biologiska processer som
initieras av en enda 8QGy strilfraktion skall hinna fullféljas bor tidsintervallet
mellan ytterligare stralfraktioner vara tillrickligt langt, &tminstone en vecka
(Koukourakis et al., 2023b).

Med endast en fraktion hypo-fraktionerad strélterapi induceras ocksa
immunogen modulering som fordndrar biologin och miljon for Gverlevande

tumorceller vilket gor dem mer mottagliga for T-cellsmedierad immunogen
celldod (Ahmed et al., 2013).

Sammanfattning av Strilningens effekter pa tumoérens mikromiljo

e Frigdr anti-gen och:

CDAMP= CellD6dsAssocierade Molekylara monster

TLR = Toll Like-receptorer pa naiva T-celler (TLR 4)

HMGBI1 = "High Mobility GroupI” ett icke-histonkromatinbindande kérnprotein
e Frigér Adenin-Tri-Fosfat ATP
e Stimulerar mognad av Dendritceller DC och T-celler med IFN produktion

e Okar proliferation och tumérinfiltration av CTL= Cyto-Toxiska Leukocyter
(CD8+T-celler)
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Figur 2-3
Strélningens effekter pa tumorens mikromiljo.

Emellertid Overvdger mestadels tumorens immunosuppresiva egenskaper

vilket ofta eliminerar effekten av immunoterapin. Hyperfraktionerad stralterapi
reducerar emellertid tumorens suppressiva egenskaper genom inaktivering av
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immun-suppressiva omogna MCSC celler och reduktion i populationen av
regulativa T-celler Treg 1 tumorens omgivning.

2.3 Cancer immunoterapi

Som framgar av ovanstaende beskrivning av T-cellernas funktion spelar de
en framtrddande roll i det cellmedierade adaptiva immunsvaret mot frimmande
patogener och maligna celler (Rudolph et al., 2006).

Men for att forhindra immunforsvarets inriktning pd normal véardvéavnad, ar
det utrustat med reglermekanismer for modulering och nedreglering av
immunsvaret.

CTLA-4 ér ett protein som finns pd de T-celler som hjdlper till att hélla
kroppens immunsvar 1 schack. Nar CTLA-4 binder till ett annat protein som kallas
B7, som finns pa savil normala som tumdrceller, hindras CTL mdrdarcellerna
frdn att doda badde normala och tumor-celler.

I Figur 2-4 visas hur CTLA-4 receptorn pd CTL cellen kopplar till B7
liganden varigenom immunsvaret fran CTL undertrycks. Harigenom kan CTL
med kroppsegna anti-gen visa immuntolerans mot kroppens egna viavnader och
celler. I Figur 2-5 wvisas hur blockering av CTLA-4 interaktionen med anti-
CTLA-4 monoklonala antikroppar kan anvéindas fér behandling mot tumérer.

TUMOUR

Figur 2-4

D& CTLA-4 Receptorn pa CTL cellen
kopplar till B7-liganden p@ Cancercellen
sjdlv eller ndgon annan cell undertrycks CTL
cellens immunsvar.
Hirigenom kan dven CTL cellers attack mot
CTLA-4 virdens egna viavnader och celler forhindras

B7

Lakemedel si kallade immunkontrollpunktshammare, anviands for att
blockera CTLA-4 sa att mordarcellernas CTL immunsvar kan eliminera
tumorcellerna.
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Figur 2-5

Terapeutiska insatser mot olika typer av
tumorer genomfors genom blockering av
CTLA-4 /B7 interaktionen med anti-CTLA-4
monoklonala antikroppar.
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TUMOUR

Programmerade celldodsreceptorn-1 (PD-1) dr en annan viktig immun-
modulator. Den &r ett transmembranprotein av CD28-familjen, med 288
aminosyror vilket uttrycks i membranet pd aktiverade T-celler (CTL), B-celler
och tumorassocierade makrofager (Xu., 2020). Nar PD-1 binder till den endogena

liganden PD-L1 pé cancercellen eller ndgon annan cell, undertrycks immun-

svaret av aktiverade T-celler CTL), varigenom immuntolerans upprétthdlls mot
kroppens normala vavnader och celler (Hamid et al., 2013).

Emellertid 6veruttrycks PD-L1 ofta i1 olika tumdérer, sdisom melanom, icke-
smacellig lungcancer, njurcellscancer, blascancer och Hodgkin-lymfom, vilket
gor det mojligt for dessa cancerformer att undkomma en attack av
immunsystemets CTL (Kataoka et al., 2016).

TUMOUR

Figur 2-6

Da PD1 Receptorn pa CTL cellen kopplar
till PDL1 liganden pd Cancercellen sjélv eller
ndgon annan cell undertrycks immunsvaret
mot kroppsegna antigener, varigenom
immuntolerans mot vdrdens normala
vavnader och celler upprétthalls.
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Terapeutiska insatser mot olika typer av tumorer genomfors genom
blockering av PD-1/PD-L1 interaktionen med monoklonala antikroppar mot dessa
receptorer (Tomasiak et al., 2021). I Figur 2-6 visas hur PD1 receptorn pa CTL
cellen kopplar till PD-L1 liganden pa cancercellen vilket undertrycker
immunsvaret och hindrar CTL att déda cancercellen. I Figur 2-7 visar blockering
av PD-1 eller PD-L1 interaktionen med monoklonala antikroppar.

PD-LI liganden uttrycks emellertid ocksé 1 antigenpresentrande celler vilket
kan péverka T cellernas respons och tumérens mdjlighet att overleva (Kleffel et
al., 2015, Wen et al., 2024). Det dr saledes viktigt att verviga valet av likemedel
for optimalt respons.

HosPD-L1 negativ avancerad icke-smacellig lungcancer visar sig dubbel PD-
1/CTLA-4-blockad ha klinisk betydelse (Wang et al., 2024).

» TUMOUR

Figur 2-7

PD-L1 liganden &veruttrycks ofta i olika
tumorer vilket gor det mojligt for dessa
cancerformer att undkomma en attack av
immunsystemets CTL.

Terapeutiska insatser mot  tumorer 4 /
ANTI PD-1

genomfors genom blockering av PD-1 eller
PD-L1 interaktionen med monoklonala
antikroppar.

Immunoterapi med dessa immunkontrollpunktshimmare verkar emellertid
bekdmpa tumdrer Gver ett brett spektrum av tumortyper och dr associerad med
lagre toxicitetsnivaer d4n andra immunoterapier, med varaktiga svar. Darfor anses
PD1/PD-L1-hdmmare vara en lovande ldkemedelskategori for ménga olika
cancerformer. Men blir effekten for kraftig angrips dven normalvdvnad med
allvarliga biverkningar som 6ljd.

2.4 Stralningens effekter pa tumorens immunosuppression

Yin och medarbetare diskuterade &r 2019 samverkan mellan Myeloid-
hérledda suppressorceller (MDSC) i tumorens mikromiljé och strdlbehandling.

En av de viktigaste cellkomponenterna 1 tumormikromiljon som framjar
tumortillvaxt och metastasering dr myeloid-hédrledda suppressorceller (MDSC).
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MDSCs har dykt upp som viktig regulator av immunsvar i cancer och viktig for
effekten av cancerterapi med stradlbehandling.

Stralbehandling kan férutom att frigéra tumor-antigen framja bade lokal och
systemisk antitumorimmunitet genom att pdverka myeloid-hdrledda celler
MDSCs inklusive makrofager TAMs 1 tumoren. Beroende pd strdldos och
fraktionering kan emellertid stralbehandling ha bade protumor- eller antitumor-
immuneffekt.

Ratt strdlbehandlings-regim kombinerad med immunoterapi motverkar
effektivt MDSCs hammande funktion, vilket frimjar infiltrationen av dodliga
CD8T-celler (CTL) i tumdren. Att rikta in sig pa att reducera MDSC och stérka
antitumor immuniteten 4r avgorande for den terapeutiska effekten hos
immunoterapi kombinerad med hypofraktionerad stralbehandling HFRT.

I kombination med anti-PD-L1-immunoterapi & HFRT potent for
cancerbehandling. Genom att HFRT minskar antalet MDSC gynnas CD8'T-
cellernas infiltration 1 tumoren. Nyare studier har visat att kombinationen anti-
PD-L1 med HFRT strilbehandling effektivt minskar ackumuleringen av MDSC
1 tumorens mikromiljo vilket hammar tumorens tillvaxt. Emellertid kan f6r hoga
straldosfraktioner 1 HFRT o©ka nivan av regulatoriska T-celler Trg som
undertrycker stralnings-inducerande immunsvar, vilket begransar det fullstindiga
uttrycket av antitumor-immunitet och underléttar dterfall. Darfor ar effekten av
MDSC celler i tumoérens mikromiljé beroende av strélterapins dosniva och
fraktionering.

Kombinationsterapi med PD-L1-blockad och ritt avvdgd HFRT leder till
eliminering av MDSC genom 6kad produktion av T-cellshiarledd TNF.

Koukourakis, och medarbetare redovisade ar 2023 en sammanfattning av
den molekyldra grunden for samspelet mellan immunoterapi och stralterapi
(Koukourakis et al., 2023b).

Den prekliniska forskningen visar vikten av att utnyttja samspelet mellan
de cytotoxiska effekterna av stralterapi och immunsystemet. Deras dversikt ger
grunderna for antitumor immunitet och fokuserar pa de mekanismer som ligger
till grund for det molekylara samspelet i immuno-HFRT som ocksé kan betraktas
som radiovaccination.

Dessutom ir strdlningens interaktioner med tumoérmikromiljons fibroblaster,
tumorinfiltrerande lymfocyter, monocyter och dendritiska celler ocksa en viktig
komponent 1 radiovaccinations processen. Saledes kan ritt avvigd HFRT
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utnyttjas som hjdlpmedel vid immunoterapi for att mer effektivt kunna behandla
olika subtyper av cancer (Koukourakis et al., 2023b, Koukourakis et al., 2023a).
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Kapitel 111
Preklinska forsok

3.1 Preklinska forsok med CTLA-4

Demaria, och medarbetare rapporterade ar 2005 om immunférmedlad
hdmning av metastaser efter lokal strlbehandling kombinerad med CTLA-4
blockad i en musmodell av brostcancer (Demaria et al., 2005).

De var forst med att testa hypotesen att lokal stralbehandling till den priméra
tumoren 1 kombination med CTLA-4-blockad kan framkalla tumdér-regression och
hdmma metastasering.

Moss injicerades s.c. med 4T1-brostcancer celler, och 13 dagar senare nér de
primdra tumdrerna métte 5 mm 1 medeldiameter pabodrjades behandlingen.
Mossen indelades slumpmaissigt i1 foljande fyra behandlingsgrupper:

(1) kontroll IgG (IgG),

(2) Stralbehandling RT + IgG,

(3) 9H10 monoklonal antikropp mot CTLA-4,

(4) Stralbehandling RT + antikropp mot CTLA-4 (9H10).

Stralbehandlingen (RT) levererades till den priméra tumoéren med en, eller tva
fraktioner 4 12 Gy som gavs med 48 timmars intervall.

Monoklonal antikropp mot CTLA-4 (9H10) och immuno-globulin IgG som
placebo, gavs med intraperitoneala injektioner (IP) in 1 bukhinnehdlan tre ganger
efter stralbehandlingen (RT).

I grupp 2 med enbart strdlbehandling fordrojdes tillvixten av den primért
bestrdlade tumoren, men Gverlevnaden motsvarade den for kontrollmdss 1 grupp
1 (Demaria et al., 2005).

I 6verensstimmelse med det faktum att 4T1-brostcancer ar daligt immunogen,
hade enbart monoklonal antikropp mot CTLA-4 (9H10) som i1 grupp 3 ingen
effekt pa primir tumortillvéxt eller 6verlevnad.

Déremot hade moss i grupp 4 som behandlades med Strélbehandling i
kombination med Monoklonal antikropp mot CTLA-4(9H10), en statistiskt
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signifikant 0kad Overlevnad jimfort med kontrollerna i grupp 1. Den oOkade
overlevnaden korrelerade ocksd med hamning av lungmetastasbildning.
Sammanfattningsvis verkar kombinationen av lokal Hypo-Fraktionerad
stralbehandling 1 kombination med CTLA-4-blockad vara en lovande ny
immunoterapeutisk strategi mot daligt immunogena metastaserande cancerformer
(Demaria et al., 2005).

Dewan och medarbetare visade ar 2009 att ritt fraktionerad strdlbehandling
inducerar en immunmedierad abskopal effekt i kombination med anti-CTLA-4-
antikropp (Dewan et al., 2009).

De testade hypotesen att typen av dosfraktioneringsregim pédverkar strél-
terapins formaga att verka 1 synergi med immunoterapi.

TSA-brostkarcinom celler fran mus injicerades subkutant s.c. 1 syngena moss
pa tva separata platser. En definierades som "primér" plats vilken bestralades,
och den andra som "sekundir" plats utanfor strilterapiomrddet simulerade
metastas. Nir tumorerna borjat vixa indelades mossen slumpmaéssigt 1 foljande
atta grupper:

Utan nigon strdlbehandling

Stralbehandling 20 Gy x 1 fraktion

Stralbehandling 8 Gy x 3 fraktioner med en fraktion dagligen
Stralbehandling 6 Gy X 5 fraktioner med en fraktion dagligen
9H10 monoklonal antikropp mot CTLA-4.

Strdlbehandling 20 Gy x 1 fraktion + antikropp mot CTLA-4
Strdlbehandling 8 Gy x 3 fraktioner + antikropp mot CTLA-4
Stralbehandling 6 Gy x 5 fraktioner + antikropp mot CTLA-4

0 3 N D B W N~

I var och en av stralbehandlings regimerna 2, 3, och 4 observerades jamforbara
fordrojningar av tillvixten av de primdra tumorerna, men ingen effekt noterades
pa de sekundéra tumorerna utanfor stralfaltet.

Vid behandling 1 regim 5 med enbart (9H10)antikropp mot CTLA-4
observerades ingen detekterbar regression av tumoren.

Déremot 1 grupperna 6, 7 och 8 med kombinationen av stralbehandling och
(9H10)antikroppen mot CTLA-4 observerades signifikant (p<0,0001) regression
av de primédra tumorena.

I grupperna 7 och 8 orsakade dessutom kombinations behandlingen
abskopaleffekt med signifikant (p<0,01) reduktion av tillvixten hos de sekundira
tumorerna utanfor faltet. Frekvensen av CD8'CTL-celler som uppvisade
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tumorspecifik [FN-y-produktion var proportionell mot hdmningen av den
sekundéra tumoren.

Déremot induceras ingen abskopal effekt 1 regim 6 med en gangs 20 Gy
stralbehandling i kombination med anti-CTLA-4-antikropp.

Den basta terapi effekten uppnéddes 1 grupp 7 med regimen hypofraktionerad
stralbehandling: 8 Gy X 3 fraktioner med en fraktion per dag + antikropp mot
CTLA-4 (Dewan et al., 2009).

Rudqvist och medarberare rapporterade ar 2023 om prekliniska studier av
Immunoterapi riktad mot olika immunkompartment som i kombination med
stralbehandling inducerar regression av resistenta tumorer (Rudqvist et al., 2023).

Stralbehandling med 8 Gy per dag under 3 konsekutiva dagar (RT) okar
tumorsvaret av att hdmma CTLA-4 (CTLA4i1) hos mdss och hos vissa patienter,
men kompletta remissioner ér sédllsynta.

For att identifiera rationella kombinationer av immunoterapi for att forbattra
svaren anviandes modeller av trippelnegativ brostcancer som ar mycket resistent
mot immunoterapi hos honmoss.

Kombinationsterapi (CTLA4i+RT) minskar regulatoriska CD4T-celler och
Okar effektorminnet och aktiverar CD8T-celler. En kombinerad gensignatur
som omfattar tre CD8+ T-cellkluster &r associerad med dverlevnad.

De visar att inriktning pd PD1 immunkontrollpunkter uttryckta av
intratumorala T-celler inte dr effektivt, medan CD40-agonistterapi bidrar till att
resistenta tumdrer svarar pa kombinationen av RT och CTLAA41, vilket indikerar
behovet av att rikta in sig pa olika immunkompartment (Bullock, 2022)..

Stralbehandling med 3 fraktioner 4 8 Gy (RT) med en fraktion per dag, har
visat sig forbdttra svaren pd immunoterapi i prekliniska cancermodeller, men
kompletta remissioner hos patienter dr fortfarande séllsynta. Forfattarna ger
immunologiska insikter om svaret pd RT- och CTLA4-hdmning hos
tumorbarande moss och visar att agonistisk CD40-terapi forbéttrar svaret pa
kombinationen av RT och immuncheckpoint-hdmning.

Medan tillsatsen av anti-CD40 dramatiskt forbittrade avstotningen av den
bestrdlade tumdren forbéttrade den inte ytterligare himningen av lungmetastaser
som 1 4T1-barande moss uppnidddes av RT+CTLA41. Deras resultat tyder pé att
terapeutisk CD40-agonism Oka effektiviteten av RT+CTLA4i hos etablerade
tumorer som domineras av ett immunsuppressivt myeloidinfiltrat.

Effekten av strilning med CTLA41 pa den funktionella differentieringen av
intratumorala T-celler 1 ett aggressivt och immunoterapi-refraktirt muskarcinom
visar att endast nidr de anvdnds tillsammans leder till uppkomsten av CDS-
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funktionella undergrupper som &r associerade med 6kad 6verlevnad hos patienter,
atfoljd av en minskning av CD4-regulatoriska T-celler (Rudqvist et al., 2023).

3.2 Preklinska forsok med anti PD1

Schaue, och medarbetare studerade ar 2012 hur tumorimmunitet kunde
maximeras med fraktionerad strdlbehandling 1 kombination med antikroppar mot
PD1 (Schaue et al., 2012).

For att utvirdera den abskopala effekten, behandlades C57BL/6 hPD-1 knock-
in moss som bar tva syngena kontralaterala MC38 murina koloncancer tumdérer.

Vid kombination med anti-PD-1 valdes stralbehandling med tre fraktioner & 8
Gy under konsekutiva dagar. Anti-PD1 administration forbittrade bade lokal och
systemisk antitumdr-immunitet av cytotoxiska T-celler (CTL).  Under
kombinations behandlingen uppvisade mjilten minskad niva av myeloid-hérledda
suppressor-celler (MDSC).

Vidare avslojade RNA-sekvensering signifikant okad nivad av tumor-
nekrosfaktor (TNF)-receptorer och cytokiner associerade med lymfocyt-
infiltrering 1 tumorerna hos den kombinerade gruppen.

Resultaten visar att hypofraktionerad stralbehandling med 8 Gy i 3 fraktioner
var den optimala fraktionerade dosen for att maximera immuneffekten, och
kombinationen med anti-PD-1 visade lovande resultat for att oka abskopal-
effekten.

Underliggande mekanismer tycks inkludera bade aktivering av T-celler och
reduktion av Myeloid-hirledda suppressorceller (MDSC), vilket uppnds genom
verkan av Tumornekrosfaktor (TNF) och relaterade cytokiner (Schaue et al.,
2012).

Teng, och medarbetare bekréiftade &r 2023 den optimala effekten av 8 Gy
fraktionering av stralbehandling i kombination med PD1-blockad (Teng et al.,
2023).

Deras studie syftade till att undersoka fraktionerad strdlbehandling for att
maximera immuniteten under kombinationsterapi. For att utvirdera den
abskopala effekten, behandlades C57BL/6hPD-1 knock-in moss, som hade tva
syngena kontralaterala MC38 murina koloncancertumorer, med foljande fyra
olika stralbehandlingsregimer:
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1. En engingsdos 4 20 Gy (20 Gy x 1 fraktion),
2. 3 fraktioner 4 8 Gy (8 Gy x 3 fraktioner med en fraktion per dag),
3. 15 fraktioner 4 2 Gy (2 Gy x 15 fraktioner), 30 Gy totalt
4. En enstaka fraktion av 8 Gy foljt av 10 fraktioner 4 2 Gy
under pé varandra foljande dagar (8 Gy + 2 Gy x 10), 28 Gy totalt.

Grupp 2 med tre fraktioner 4 8 Gy visade sig vara den optimala fraktioneringen
vid kombination med anti-PD-1 for att maximera immuniteten. Anti-PD-1-
administration forstiarkte bade lokal och systemisk antitumdrimmunitet pa ett
cytotoxiskt T-cells beroende sitt. Dessutom uppvisade mjilten minskad nivé av
myeloid-hédrledda suppressorceller (MDSC) under kombinationsbehandling.
Vidare avslojade RNA-sekvensering signifikant 6kade tumornekrosfaktor (TNF)-
receptorer och cytokiner associerade med lymfocytinfiltration i den kombinerade
gruppen.

Undersokningen bekréftar att hypofraktionering med 8 Gy i3 fraktioner var
mest optimalt for att maximera immuniteten vid kombination med anti-PD-1.

Resultaten visade Okning av den abskopala effekten. Underliggande
mekanismer kan inkludera aktivering av T-celler och reduktion av MDSC, vilket
uppnas genom verkan av TNF och relaterade cytokiner. Deras studie indikerar att
en kombination av immunoterapi med hypofraktionerad stralbehandling skulle
kunna utvecklas till en klinisk metod for att dvervinna nuvarande begrénsningar
med tumoér-immunsuppression vid enbart immunoterapi.

Deras studier bekriftar hypotesen om att reduktion av MDSC, ér en viktig del
1 processen att overvinna tumdrimmunsuppressionen som reducerar effekten av
immunoterapi (Graf et al., 2005, Persson et al., 2010, Ceberg and Persson, 2013).

Den moderata totala strdldosen vid ultrahyperfraktionering mojliggér dven
kombinerad immunoterapi behandling av tumorer i stralningskinsliga organ typ
koloncancer. Det Oppnar dven for mojlig reduktion av immunoterapidosen av
kontrollpunktsinhibitorer for att reducera graden av allvarliga biverkningar.

3.3 Dendritiska celler och immunoterapi

Aven om immunkontrollpunktshimmare har etablerats som en nytt paradigm
inom cancerbehandling dock inte mot immunexkluderade tumdérer. Dendritiska
cellvaccination berikar tumdrmiljon och potentierar patientens systemiska
antitumorala svar. Hittills har dendritiska cellvacciner (DCV) inducerat
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immunsvar hos patienter dock utan ndgon betydande inverkan pd behandlings
resultatet.

Hata och medarbetare granskade dendritiskt cellvaccin’s roll i olika solida
tumodrer med dess styrkor och svagheter, 1 forsok att forbattra effektiviteten av
denna immunstrategi (Hato et al., 2024).

Nagai och medarbetare presenterade ar 2024 resultaten av en kombination av
stralbehandling, med dendritisk cellvaccinterapi for tunntarmscancer i slutstadiet
(Nagai et al., 2024).

De utforde intensitetsmodulerad strdlbehandling med 8 Gy for smértlindring
hos en 40-arig manlig patient med tunntarmscancer i slutstadiet som hade
diagnostiserats med en forvintad livslingd pa tvd ménader efter att kemoterapi
hade varit ineffektiv. Efterfoljande administrering med sju doser av dendritiskt
cellvaccin som kinner igen Wilmstumor-1 (WT1) och a-galaktosyl-ceramid-
antigener, resulterade 1 signifikant reduktion av tumoren och markant forbéttring
av patientens allméntillstand.

Kombinationsterapi av strdlbehandling med 8 Gy och dendritiska
cellvaccinterapi kan undertrycka cancerprogression och forlinga 6verlevnaden,
dven hos patienter med kemoterapirefraktér terminal cancer. Speciellt kan terapi
med dubbeldendritisk cellvaccin med WTI1 och a-galaktosylceramid pulsade
dendritiska celler ge en antitumorimmuneffekt som &r Overligsen den for
respektive monoterapi (Nagai et al., 2024).

3.4 CAR T-cellsbaserad immunoterapi

Hovhannisyan, och medarbetare diskuterade 2023 potentiella mgjligheter
med CAR T-cellsbaserad immunoterapi och strdlbehandling av solida tumdrer
(Hovhannisyan et al., 2023).

CAR T-cellsbaserade terapier har revolutionerat behandlingen av
hematologiska maligniteter som leukemi och lymfom under de senaste aren. I
motsats till framgdngen inom hematologiska cancerformer dr behandlingen av
solida tumorer med CAR T-celler fortfarande inte sérskilt framgéngsrik.
Kombinationer av strdlning med immunkontrollpunktshdmmare har som
redovisats ovan visat sig framgangsrik. Dérfor borde en kombination av
stralbehandling dven ha potentialen att dvervinna begransningarna av CAR T-
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cellterapi 1 solida tumodrenheter. Dock har hittills forskning inom omrédet med
CAR T-celler och strdlning varit sparsam (Hovhannisyan et al., 2023).

Danish, och medarbetare rapporterde ar 2024 resultaten fran en studie av
icke-Hodgkin-lymfompatienter som efter CAR T-cellsterapi fick 6verbryggande
stralbehandling (Danish et al., 2024).

Cirka 47 % (38/81) av patienterna som klassificerades med hog risk for aterfall
efter CART omfattas normalt av en standardbehandling. Dessa patienter
kvalificerade for dverbryggande stralterapi med 1,80 Gy 1 23 fraktioner vid en
total dos av 41.4 Gy. Overbryggande stralterapi gav inga signifant skillnad jaimfort
med standardbehandling men kan ha spelat en roll {or att forbéttra responsen eller
tillhandahélla lokoregional kontroll av sjukdom i1 denna miljé6 (Danish et al.,
2024).

Nagra studier med CAR-T och ultrahyperfraktionering med optimal straldos
och fraktionering (8 Gy per fraktion i en till tre fraktioner) tycks for ndrvarande
inte vara aktuella.
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Kapitel IV
Kliniska forsok med kombinerad Immuno-Stral-Terapi

4.1 Immunoterapi och Konventionell strialbehandling

Lee, och medarbetare undersokte ar 2021 om en kombination av lidkemedlet
Avelumab (anti-PD-L1) med konventionell kemo-radioterapi kunde forbéttra
behandlingsresultaten (Lee et al., 2021).

Kemo-radioterapi ar standarden for icke-kirurgisk behandling av lokalt
avancerad skivepitelcancer 1 huvud och hals regionen. I en randomiserad, dubbel-
blind, placebokontrollerad fas3-studie rekryterades patienter frén 196 sjukhus och
cancerbehandlingscenter 1 22 ldnder.

I Avelumab-gruppen administrerades patienterna varannan vecka med 10
mg/kg Avelumab intravendst 1 kombination med kemo-radioterapi enligt:

e Immunoterapi Avelumab intravendst 10mg/kg varannan vecka

e Kemoterapi (100 mg/m? Cisplatin) var tredje vecka och

¢ Intensitetsmodulerad stralbehandling med standardfraktionering
a 2Gy under 7 veckor med 35 fraktioner till totalt 70 Gy.

Som jamforelsegrupp anvéindes placebo immunoldkemedel i kombination
med samma kemoradioterapi behandling.

Behandlingen foregicks av en 7 dagars inledande ldkemedelsdos pa 10 mg/kg
Avelumab eller placebo. Efter avslutad stralbehandling gavs 10 mg/kg Avelumab
eller placebo varannan vecka som underhallsbehandling i upp till 12 ménader.

Det priméra malet med behandlingen var progressionsfri dverlevnad genom
utredares bedomning;:

Medianuppf6ljning for progressionsfri dverlevnad resulterade 1
e 14,6 ménader (8,5-19,6) i Avelumabgruppen och
e 14,8 minader (11,6-18,8) 1 placebogruppen.
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Median progressionsfri dverlevnad uppniddes inte (p>0,05)
e 16-9 ménader i Avelumabgruppen
e 23,0 minader 1 placebogruppen

Allvarliga behandlingsrelaterade biverkningar intréffade hos
e 124 (36 %) patienter 1 Avelumab-gruppen och hos
e 109 (32 %) patienter 1 placebogruppen.

Behandlingsrelaterade dodsfall intraffade med
o tva (1 %) patienter i Avelumab-gruppen (pd grund av allmidnna
storningar och vaskulér ruptur) och
e en (<1%) 1 placebogruppen (pa grund av akut andningssvikt).

Sammanfattningsvis uppfylldes inte det primira malet att forlinga
progressionsfri 6verlevnad hos patienter med lokalt avancerad skivepitelcancer i
huvud och nacke med immunoterapi plus standard kemo-radioterapi foljt av
Avelumab underhéll (Lee et al., 2021).

Tao, och medarbetare rapporterade ar 2023 resultaten av konventionell
stralbehandling kombinerad med Pembrolizumab(PD1-hdmmare) eller med
Cetuximab (hdmmar bindningen av epidermal tillvixtfaktor EGF) 1 en
randomiserad fasll-studie av patienter med lokalt avancerad skivepitelcancer i
huvud och nacke oldmplig for behandling med Cisplatin kemoterapi (Tao et al.,
2023).

Standardbehandlingen av patienter med lokalt avancerad skivepitelcancer 1
huvud och hals (LA-SCCHN) ér strdlterapi med 2Gy en gang dagligen upp till
70Gy 1 kombination med Cetuximab. 1 studien behandlades dven en grupp med
200 mg Pembrolizumab 1 kombination med samma strilterapiregim. Nigon
placebo Immuno-ldkemedels grupp ingick inte i studien.

Det priméra effektmattet var uppkomst av locoregional tumdr 15 méanader
efter avslutad stralterapi. Studien visade ingen signifikant skillnad for
progressionsfri eller total dverlevnad mellan Cetuximab och Pembrolizumab
grupperna. Toxiciteten hos patienter med minst en grad 3 biverkning typ mukosit,
radiodermatit eller hudutslag var i Pembrolizumab+RT-gruppen 74 % , jaimfort
med 92 % i Cetuximab+RT-gruppen (Tao et al., 2023).
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Danish, och medarbetare rapporterde ar 2024 resultaten frén en studie av
icke-Hodgkin-lymfompatienter som efter CAR T-cellsterapi fick overbryggande
stralbehandling (Danish et al., 2024).

Cirka 47 % (38/81) av patienterna klassificerades med hog risk for aterfall
efter CART och omfattas normalt av en standardbehandling. Dessa patienter
kvalificerade for 6verbryggande strilterapi med 1,80 Gy i 23 fraktioner till en
total dos av 41,4 Gy. Overbryggande strélterapi gav inga signifikant skillnad
jamfort med standardbehandling men kan ha spelat en roll for att forbéttra
responsen eller tillhandahalla lokoregional kontroll av sjukdom 1 denna miljo
(Danish et al., 2024).

Ovanndmnda studier som utféordes med konventionellt fraktionerad
stralbehandling 4 2Gy, indikerar att d4 denna kombineras immunoterapi uppnas
inte ndgot signifikant forbéattrat behandlings resultat.

Den fraktionerade strdlterapin initierar visserligen inledningsvis en viss
radiovaccinationseffekt genom frigorelse av tumdranitgen som bidrar till
produktion av aktiva CDS8-T-celler. Paféljande fraktioner dodar emellertid de
infiltrerande T-cellerna successivt dven vid extra immunstimulering.

En annan anledning till att konventionell fraktionerad strédlbehandling
misslyckas med att visa en dverlevnadsfordel 1 kombinattion med immunoterapi
kan bero pa bestralningen av de tumdrdrinerande lymfkortlarna (TDLN), vilket
ofta dr standard vid radikal strdlbehandling av huvud hals tumérer (HNSCC). De
tumordranerande lymfkortlarna TDLN ar den centrala stationen for aktivering av
cytotoxiska T-celler av tumor-antigen primade dendritiska celler som kommer
frdn den initialt bestralade tumoren genom lymfan. Dessa dodas emellertid av den
dagligen upprepade bestralningen av TDLN varvid radiovaccinationseffekten av
T-cellerna blockeras (Koukourakis and Giatromanolaki, 2022).

Koukourakis, och Giatromanolaki visade ar 2022 pa betydelsen av
tumordranerande lymfkortlarnas immunsvar vid strdlbehandling (Koukourakis
and Giatromanolaki, 2022).

De tumoérdrinerande lymfkortlarna (TDLN) dr de primédra platserna for
utvecklingen av anti-tumdérimmunitet. Primér tumorbestrilning 6kar frisdttningen
av tumorantigener och aktiverar interferon typ [-vdgen. Intratumorala dendritiska
celler (DC) som aktiverats med tumorantigen, vandrar mot TDLN dér de adaptiva
antitumorimmunsvaren utvecklas. Dendritcellerna DC kommer dér att presentera
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tumorrelaterade anti-gen for att aktivera produktionen av CD4+ och CD8+T-
celler CTL (Se Figur 2-3 Strilnings effekter pa tumorens mikromiljo).

Deras experimentella resultat tyder pa att tumor clearance efter bestralning ar
starkt beroende av ackumuleringen av sddana cytotoxiska T-celler i tumdrerna.

Under konventionell stralbehandling exponeras TDLN varvid den kritiska
populationen av immunceller som finns i TDLN reduceras successivt vilket
blockerar immunsvaret och &dventyrar effektiviteten av immunstimulerande
kombinationer.

Eftersom TDLN &r viésentliga for att inkommande dendritiska celler som
tidigare aktiverats i tumormiljon skall producera aktiva CTLceller bor foljande
beaktas:

e TDLN-bestralning eller avldgsnandet av noder bor undvikas om
immunologin  under eller efter strdlbehandling, skall kunna ha
terapeutisk betydelse.

e TDLN representerar den huvudsakliga platsen for att bilda och
producera tumorspecifika cytotoxiska immunceller CTL som paverkar
resultaten av bade den lokala strdlbehandlingen och manifestationen av
abskopala effekter.

Den biologiska och kliniska rollen for TDLN utgor séledes en kritisk faktor
att beakta vid utformningen av kliniska kombinations forsok med immunoterapi
och strilbehandling som syftar till att eliminera cancerceller pa lokal och
systemisk nivd (Koukourakis and Giatromanolaki, 2022).

En anledning till att konventionell fraktionerad stralbehandling misslyckas
med att visa en Overlevnadsfordel 1 kombination med immunoterapi kan bero pa
bestralningen av de tumordranerande lymfkortlarna (TDLN) (Lee et al., 2021).
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4.2 Hypo-fraktionerad stralbehandling

Prostatacancer

Hickey och medarbetare rapporterade 2019 resultaten fran sokningar av
studier rorande kontrollerade jamforelser som inkluderade médn med kliniskt
lokaliserat prostata-adenokarcinom dér extern stralbehandling till prostata med
Hypo-Fraktionerad (storre dn 2 Gy per fraktion) jimfordes med konventionell
fraktionerad stralbehandling till prostata som levereras med standardfraktionering
(1,8 Gy till 2 Gy per fraktion) (Hickey et al., 2019).

De inkluderade 10 studier med 8278 méin i sin analys som jamforde
hypofraktionering med konventionell fraktionering for att behandla
prostatacancer.

For min i mellanriskgruppen som genomgér konventionell fraktionering
noteras 97,6 % Overlevnad efter 6 &r. Hypofraktionering resulterar inte 1 ndgon
signifikant skillnad 1

e prostatacancerspecifik (HR=1,00+0,3),
e metastasfri (HR=1,07+0,4) eller
e i total 6verlevnad (HR=0,94+0,1).

Hypofraktionering resulterar sannolikt 1 liten eller ingen skillnad 1 sena gastro-
unrinitidra (GU) stralterapitoxicitetshindelser och sen stralterapi toxicitet jamfort
med konventionell fraktionering (RR =1,05+0,1).

Hypofraktionering resulterar sannolikt 1 en liten, mojligen med en obetydlig
minskning av biokemisk éterfallsfri dverlevnad baserat pad Phoenix-kriterier (HR~=
0,8840,2).

Hypofraktionering leder sannolikt till liten eller ingen skillnad jamfort med
akut GU-strélterapitoxicitet (RR~= 1,03+0,1).

Sammanfattningsvis tyder deras fynd pé att méittlig hypofraktionering (upp
till en fraktionsstorlek pa 3,4 Gy) resulterar i liknande onkologiska resultat nér det
géller sjukdomsspecifika symptom, metastasering och total Overlevnad. Det
verkar ocksa vara liten eller ingen 6kning av bade akut och sen toxicitet (Hickey
et al., 2019).

Widmark och medarbetare rapporterade ar 2019 fem-ériga resultat av Ultra-
hypofraktionerad kontra konventionellt fraktionerad strdlbehandling for
prostatacancer (Widmark et al., 2019).
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Hypofraktionerad strdlbehandling for prostatacancer har fatt oOkad
uppmirksamhet pd grund rapporter frdn studier som jamfor mattligt
hypofraktionerad och konventionell fraktionerad strdlbehandling stoder klinisk
anvandning av mattlig hypofraktionering.

Widmark och medarbetare initierade studier som jdmforde ultrahypo-
fraktionerad strdlbehandling med konventionellt fraktionerad strlbehandling.
Deras rapport redovisar resultaten av den skandinaviska HYPO-RT-PC fas 3-
studien med syftet att visa effekten av ultrahypofraktionering kontra
konventionell fraktionering. Denna Oppna, randomiserade, fas 3-studie utfordes
vid 12 centra 1 Sverige och Danmark. Det rekryterades min upp till 75 &r med
medelhog till hogrisk prostatacancer och WHO prestationsstatus mellan 0 och 2.
Patienterna grupperades slumpmassigt enligt:

e ultrahypofraktionering (42,7 Gy 1 sju fraktioner a 6 Gy, 3 dagar per
vecka 12,5 veckor) eller

e konventionell fraktionerad strdlbehandling (78,0 Gy 1 39 fraktioner &
2@y, 5 dagar per vecka i 8 veckor).

Ingen androgendeprivationsterapi var tillaten. Det primdra effektmaéttet var
tiden till biokemiskt eller kliniskt recidiv, analyserad i populationen per protokoll.

Likarregistrerad toxicitet méttes enligt Morbiditetsskalan enligt Radiotherapy
Oncology Group (RTOG) och patientrapporterade utfallsmitningar med enkiten
Prostate Cancer Symptom Scale (PCSS). Denna testversion dr registrerad hos
ISRCTN-registret, nummer ISRCTN45905321.

Mellan 1 juli 2005 och 4 november 2015 slumpades 1200 patienter till
konventionell fraktionering (n=602) eller ultrahypofraktionering (n=598), av
vilka 1180 (591 konventionell fraktionering och 589 ultrahypofraktionering)
utgjorde populationen per protokoll. 1054 (89 %) deltagare hade medelrisk och
126 (11 %) hade hog risk. Medianuppfoljningstiden var 5 ar. Den uppskattade
felfria overlevnaden efter 5 ar var 84 % (95 % CI=80-87) 1 bada behandlings
grupperna, med en justerad HR pa 1,002 (95 % C1 0,758-1,325; log-rank p= 0,99).

Det fanns svaga indikationer for en 6kad frekvens av akut ldkare-rapporterad
RTOG grad 2 eller vérre urinartoxicitet i gruppen med ultrahypofraktionering vid
slutet av strdlbehandlingen (158 [28 %] av 569 patienter mot 132 [23 %] av 578
patienter; p =0,057). Det fanns inga signifikanta skillnader i grad 2 eller sdmre
urin- eller tarmtoxicitet mellan de tva behandlingsgrupperna vid nagon tidpunkt
efter strdlbehandling. Dock noterades en 6kning av urintoxicitet 1 ultrahypo-
fraktioneringsgruppen jamfort med den konventionella fraktioneringsgruppen vid
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1-&rs uppfoljning (32 [6%] av 528 patienter mot 13 [2%] av 529 patienter;
(p=0-0037).

De observerade inga skillnader mellan grupper 1 frekvens vid 5 &r av RTOG
grad 2 eller vérre urinirtoxicitet (11 [5 %] av 243 patienter for ultrahypo-
fraktioneringsgruppen mot 12 [5 %] av 249 {f6r den konventionella fraktionerings
gruppen och tarmtoxicitet (tre [1 %] av 244 patienter mot nio [4 %; | av 249
patienter. Patientrapporterade resultat avsldjade signifikant hogre nivier av akuta
urin- och tarmsymtom 1 gruppen med ultrahypofraktionering, men inga
signifikanta Okningar av sena symtom hittades, forutom for oOkade
urinviagssymtom vid 1-rsuppfoljning, 1 Overensstimmelse med ldkarens
utvirderade toxicitet.

Sammanfattningsvis dr Ultrahypofraktionerad strdlbehandling varken battre
eller sdmre dn konventionell fraktionerad stralbehandling for prostatacancer med
medelhog till hog risk vad géller felfri dverlevnad.

Tidiga biverkningar dr mer uttalade med ultrahypofraktionering jaimfort med
konventionell fraktionering medan sen toxicitet &r likartad 1 bada
behandlingsgrupperna.

Resultaten stodjer strdlbehandling med ultrahypofraktionering for behandling
av prostatacancer (Widmark et al., 2019).

Wieslander och medarberare presenterade &r 2024 en behandlings planerings
studie baserad pa Ultrahypofraktionerad Strilbehandling for Prostatacancer
(Wieslander et al., 2024).

Ultrahypo-fraktionerad stralbehandling betraktas numera som ett vanligt
behandlingsalternativ for patienter med lokaliserad prostatacancer.

Vid behandling av patienter med hogt Gleason-podng, det vill sdga hogt
PSA/T3-ratio, inkluderas seminalblasor (SV) rutinmissigt i malvolymen. Det
primédra syftet med deras arbete var darfor att utvirdera genomforbarheten av att
implementera behandling med ultrahypo-fraktionerad integrerad boost (UHF-
SIB) for prostatacancer RT, inklusive seminalblasor SVs. Behandlingen
baserades pd resultaten fran den Scandinaviska HYPO-RT-PC-fas-3
prostatacancer studien med fraktionerings schemat: 7 fraktioner &4 6 Gy over 2,5
veckor (Widmark et al., 2019).

Ett sekundirt mil var att analysera den oavsiktliga dostickningen av
seminalblasor SVs vid volymetrisk modulerad bdgterapi (VMAT) behandlingar
av prostatakorteln endast 1 kliniska target volymen.
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Det visade sig att Ultrahypo-fraktionerad strilbehandling UHF-RT baserat pa
HYPO-RT-PC-fraktioneringsschemat med en simultan integrerad boost SIB-
teknik till prostata och seminalblasor SVs kan planeras med generellt 1dgre doser
(EQD2) till OARs, jamfort med konventionellt fraktionerad & 2Gy strélterapi
baserat pa en sekventiell boost teknik.

Den oavsiktliga dosen till de proximala delarna av seminalblasor vid VMAT-
behandling av endast prostata kan dock vara betydande och bor beaktas vid
utformning av ultrahypofraktionerad simultan integrerad boost SIB behandlimgs-
scheman (Wieslander et al., 2024).

Brostcancer

Park och medarbetare presenterade ar 2024 en systematisk dversikt och meta-
analys av postoperativa komplikationer med hypofraktionerad (HF) alternativt
konventionell fraktionerad stralbehandling (CF) hos patienter med
implantatbaserad brostrekonstruktion (Park et al., 2024).

Strdlbehandling efter mastektomi ar en viktig komponent 1 adjuvant terapi
for hogriskpatienter. Stralning till rekonstruerade brost kan dock orsaka olika
komplikationer. Nyligen har hypofraktionerade (HF) behandlings protokoll borjat
anvéndas 1 flera lander.

Sju artiklar med 924 implantat rekonstruktioner, dir 506 (54,8 %) genomgick
HF inkluderades i studien. HF-patienter fick totalt 43,8 Gy i genomsnitt, medan
CF-patienter fick 51,2 Gy. Genomsnittlig uppfoljning varierade fran 10,6 till 35
manader. Sju studier ingick 1 meta-analysen.

HF-grupper hade jimfort med CF-grupper en signifikant lagre risk (OR) for:

e kapselkontraktur (OR = 0,25; 95 % K1 0,11-0,55),
e storre revisionskirurgi (OR = 0,19; 95 % KI 0,05-0,80) och
e saruppldsning (OR = 0,24; 95 % KI 0,07- 0,707).
Riskerna for andra komplikationer var inte statistiskt signifikanta.
Deras studie indikerar att HF-protokoll &ar associerade med farre
komplikationer dan CF-protokoll hos implantat rekonstruerade patienter vilket ger

stod for anvdndningen av hypofraktionering vid strdlbehandling av
implantatrekonstruerade patienter med brostcancer (Park et al., 2024).

Rektala Adenokarcinom

Koukourakis, och medarbetare presenterade &r 2024 resultaten av IFN-Typ-
[-svar och systemisk immunitet hos patienter med rektala adenokarcinom efter
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behandling med konventionellt fraktionerad CFRT alternativt hypofraktionerad
HFRT stralbehandling (Koukourakis et al., 2024).

Patienter med Avancerade rektala adenokarcinom behandlades med
hypofraktionerad HFRT:5x5Gy pa 5 dagar alternativt med konventionellt
fraktionerad CFRT:28x1.8Gy stralterapi. Denna modell anvénds 1 studien for att
jamfora de immunstimulerande egenskaperna hos stralterapi pa en systemisk
niva.

De analyserade prospektivt IFNB-plasmanivier och lymfocytantal (LCs) hos
rektala adenokarcinompatienter fore och efter behandling med hypofraktionerad
stralbehandling HFRT:5x5Gy (n = 22) respective konventionell stralterapi
CFRT:28x1.8Gy (n = 40). Flodescytometri utférdes for att bedoma effekterna pa
lymfocytiska subpopulationer i en undergrupp av 20 patienter.

En statistiskt signifikant 0kning av interferon-f (IFNB) plasma nivaer
noterades post-RT hos patienter som genomgick HFRT:5x5Gy (p = 0,004)
associerad med forbéttrad patologisk tumor regression (p = 0,003) jamfort med
CFRT:28x1.8Gy.

Aven om alla patienter upplevde betydande lymfopeni efter behandling, var
lymfocytantal-vardet LC for patienter som behandlades med HFRT:5x5Gy
signifikant (p = 0,001) hogre jamfort med CFRT:28x1.8Gy.

Patienter som genomgick hypofraktionerad HFRT:5 x 5Gy visade signifikant
(p = 0,02) lagre procentandelar av regulatoriska CD4+/CD25+ T-celler.

Resultaten visar att hypofraktionerad HFRT:5x5Gy strilterapi mojliggor
effektivare stral-stimulering av IFN-typ-I-vigen pa systemisk nivd och ger
minskad lymfocytisk cytotoxicitet och ldgre nivd av immunosuppresiva
regulatoriska T-celler jamfort med CFRT:28x1.8Gy (Koukourakis et al., 2024).

Aven om det inte finns nagra tydliga bevis angdende overligsenheten hos
nagondera fraktionerings-schemat for strél-behandling av lokalt avancerade
rektalkarcinom indikerar de presenterade resultaten att hypofraktionerad
stralbehandling HFRT:5x 5Gy ger mer potenta anti-tumor immunsvar genom
[FN-typ-I-vigen jamfort med standardfraktionering (CFRT). Dessutom orsakar
hypofraktionerad HFRT:5x5Gy ldgre lymfotoxicitet och begrinsar dven de
immunsuppressiva effekterna av regulatoriska T-celler och MDSC.

Hypofraktionering innebér farre men hogre doser av strdlning per daglig
behandlingssession over en kortare tidsram. D& behandlings resultaten med
konventionell stralbehandling vid prostata- och brostcancer dr jamforbara skulle
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strdlbehandling med hypofraktionering kunna frigora befintliga resurser for
behandling av ytterligare cancer patienter. Detta enligt en Lancet Onkologi
Kommission ledd av Internationella atomenergiorganet (IAEA).

(https://www .thelancet.com/commissions/radiotherapy-theranostics)

4.3 Immunoterapi och Hypofraktionerad stralterapi

Ahmed, och medarbetare presenterade ar 2013 en Oversikt over stralnings
inducerade moduleringar av immunsystemet som skulle kunna utnyttjas for
klinisk cancerterapi (Ahmed et al., 2013).

Den konventionella 2 Gy-fraktionerade strilterapin for lokal tumdrkontroll
med hoga strdldoser (60-80 Gy) 1 primédrtumdren skapar 1 allménhet ingen
immunstimulerande milj6 som skulle kunna behandla systemisk sjukdom.

Diaremot borde strélningsinducerad tumordestruktion med Hypo-Fraktionerad
stralterapi med 1-3 fraktioner 4 8 Gy med en fraktion varje vecka vara en strategi
dér tumor-antigen frisatta frdn doende tumorceller under en tid kan presenteras 1
en mer immunstimulerande milj6. Hypofraktionerad strdlbehandling reducerar
ndmligen vanligtvis immunosuppressionen 1 tumorens mikromiljo. Med hypo-
fraktionerad  strélterapi induceras ocksd immunogen modulering 1 olika
tumdrtyper som fordndrar biologin och miljon for 6verlevande tumorceller vilket
gbr dem mer mottagliga for T-cellsmedierad immunogen celldod.

Dessa egenskaper hos hypofraktionerad stralbehandling borde fungera 1
kombinatoriska immunoterapier som syftar till att fOrstirka systemisk
antitumorimmunitet (Ahmed et al., 2013).

Initiala prekliniska studier av kombination av hypofraktionerad strilterapi
med immunoterapi genomfdrdes initialt mestadels med tumorvaccin (Graf et
al., 1999, Lumniczky et al., 2002, Persson et al., 2003, Persson et al., 2010,
Persson, 2011, Ceberg and Persson, 2013).

Kliniska studier av effekten att kombinera hypofraktionerad strélterapi med
immunoterapi genomfors numera mestadels med ldkemedel baserade pa
antikroppar som blockerar CTLA-4 och PD1/PD-L1 receptorer som tidigare
beskrivits.

For att framgangsrikt utnyttja fordelar med att kombinera med immunoterapi
kravs  emellertid modifieringar av standard strdlbehandlinsregimer for att
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forbattra antitumdrimmunsvaret till stod for meningsfulla kliniska fordelar
(Galluzzi et al., 2023, Demaria et al., 2021, Demaria et al., 2005).

Intermittent hypofraktionerad strélterapi med en fraktion per vecka 1
kombination med immunoterapi testades nyligen framgangsrikt pa patienter med
aterkommande tumorer efter genomgangen konventionell terapi (Koukourakis et
al., 2023a, Filippatos et al., 2023).

Brostcancer

Koukourakis, rapporterade &r 2023 om nya koncept inom behandling av
brostcancer sidsom anti-tumdrimmunitet och preoperativ radiovaccination
(Koukourakis et al., 2023b).

Neoadjuvant kemoterapi (NACT) for vissa subtyper av brostcancer (BC) ger
betydande tumorregression och en oOverlevnadsfordel for patienter med ett
fullstdndigt patologiskt svar.

Kliniska och prekliniska studier har emellertid visat att immunrelaterade
faktorer skulle kunna ge &nnu béttre behandlingsresultat, och darfér har
neoadjuvant immunoterapi dykt upp som ett sitt att ytterligare forbéttra
patientoverlevnaden.

Moderna stereotaktiska bestralningstekniker riktade mot den priméira tumoren
och involverade lymfkdrtlar skulle kunna kombineras med kemoterapi och eller
immunoterapi. [ deras Oversikt diskuteras den grundldggande biologin, den
kliniska erfarenheten och pagaende forskning som ligger till grund for samspelet
mellan neoadjuvant kemoterapi, antitumérimmunsvar och den framvédxande
rollen av strdlbehandling som ett preoperativt komplement med immunologiska
terapeutiska implikationer for brést cancer (Koukourakis et al., 2023b).

Enstaka fraktioner av strdlbehandling (RT) har visat sig ha ett betydande
samspel med immunsystemet och framja antitumorimmunitet (Demaria et al.,
2005, Formenti and Demaria, 2009). Denna "radiovaccinations"-effekt skulle
kunna utnyttjas 1 den neoadjuvanta miljon av brost cancer och avsevirt forstarka
effekterna av redan etablerad klinisk praxis.

Huvud- och Hals-cancer

Koukourakis och medarbetare presenterade 2023 en klinisk studie av
patienter med lokoregionalt recidiv av huvud- och halscancer, som behandlades
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med anti-PD-1 immunoterapi och ultrahypofraktionerad strdlbehandling
(Koukourakis et al., 2023a).

Studien omfattade 17 patienter som efter konventionell stralbehandling och
kemoterapi hade &aterkommande inoperabel skivepitelcancer i1 huvud-hals
(HNSCC), samt en patient med melanom. De utvirderade effektiviteten och
toleransen av ultrahypofraktionerad immunoradioterapi (uhypo-IRT).

7 patienter fick 1 fraktion av 8 Gy till tumdren.
7 patienter fick 2 fraktioner 4 8 Gy till tumdren med en per vecka.
4 patienter fick 3 fraktioner &4 8 Gy till tumoren med en per vecka.

Nivolumab anti-PD1-immunoterapi administrerades samtidigt med stralterapi
och direfter 1 max 24 omgangar, tills tumdrprogression eller manifestation av
immunrelaterade biverkningar (irAEs) tillstotte.

Med hénsyn till tillgdngliga prekliniska experimentella data (Koukourakis et
al., 2023d) foreslogs att 3 stralterapifraktioner & 8 Gy med en fraktion per vecka
ar optimalt for att inducera interferon typ I-svaret och forbéittra effektiviteten av
immunoterapi, aven om endast en fraktion har pétaglig effekt.

I den aktuella studien testades ovanstdende hypotes i en grupp av huvud- och
halscancerpatienter med &terkommande inoperabel sjukdom efter tidigare
konventionell stralbehandling och kemoterapi.

Aterbestralning med konventionell strilbehandling anses vara en standard-
metod, men den stradldos som krévs for att forutse acceptabel effekt overstiger 60
Gy, vilket oundvikligen ar kopplat till hoga frekvenser av svér fibros och nekros,
ofta med dodlig utgang (Dionisi et al., 2019).

Tre kohorter av patienter behandlades med 1, 2 eller 3 fraktioner & 8 Gy med
en fraktion per vecka tillsammans med Nivolumab anti-PD1 immunoterapi.
Tidiga och sena stralterapi-toxiciteter var minimala och dven immunoterapi
visade en utmérkt tolerans med endast 3 patienter som avbrét immunoterapin.

Denna utmaérkta toleransprofil motiverar storskalig utvérdering av ultra-hypo-
stralterapi dven som primérbehandling dér antalet 8 Gy fraktioner kan utdkas och
immunoterapi dosen minskas.

Detta motiveras ytterligare av den hoga totala svarsfrekvensen OR pé 1
genomsnitt 70,6 %, dar 41,2 % géllde kompletta remissioner CR. Andelen
patienter med Objektivt respons OR dr summan av andelen med kompletta
remissioner CR, och andelen med partiellt respons PR (OR=CR+PR). Hos
patienter som fick behandling med 2 eller 3 fraktioner a 8Gy var OR 6ver 80 %,
och OR=57 % noterades efter administrering av endast en 8 Gy-fraktion strélning.
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De flesta som svarade uppvisade en okning av antalet perifera lymfocyter.
Mediantiden till tumorprogression var 10 manader. Den 3-ariga prognostiserade
lokoregionala progressionsfria Overlevnaden var 35 %, medan den 3-driga
sjukdomsspecifika totala 6verlevnaden var 50 %.

Sammanfattningsvis visar studien att Anti-PD1 1 kombination med
ultrahypofraktionerad strdlbehandling 4 8Gy resulterar i hoga objektiva
svarsfrekvenser och 6kad Overlevnad utan tecken pa sjukdom, vilket stodjer
ytterligare forsok med ultrahypo-IRT.

Icke-Smicellig Lungcancer

Filippatos, och medarbetare redovisade ar 2023 resultaten av Ultra-
hypofraktionerad 8 Gy aterbestralning med anti-PD-1-immunoterapi hos patiener
som efter konventionell radikal kemo-radioterapi fatt for lokalt dterkommande
icke-smacellig lungcancer(Filippatos et al., 2023).

I studien ingick en kohort pd 11 patienter med lokoregionalt dterkommande
icke-smécellig lungcancer (NSCLC) efter radikal kemoradioterapi, Mellan 2019
och 2021 behandlades dessa patienter med en eller tva fraktioner av
ultrahypofraktionerad strdlbehandling & 8Gy och samtidig administrering av anti-
PD-1 immunoterapi (Nivolumab eller Pembrolizumab).

Svarsfrekvensen av kompletta remissioner var 27,2 %, medan den partiella
tumorregressionen med mer dn 80 % av initiala dimensioner noterades hos 54,6
av patienterna. Resultatet av detta immunradioterapischema gav 81,8 % objektiva
svarsfrekvenser.

Den 22-ménaders lokoregionala aterfallsfria frekvensen var 54,5 %, medan
den berdknade 2-édrs sjukdoms-specifika totala dverlevnaden var 62 %. Dessa
uppmuntrande resultat utgér grunden for att fortsitta tester med immun-
radioterapi med ultrahypofraktionerade strilterapischeman 1 denna grupp
NSCLC-patienter.

Stralterapi relaterade toxiciteter var forsumbara, medan immunrelaterade
biverkningar framtvingade immunoterapiavbrott hos 36 % av patienterna men
resultaten var oberoende av PD-L1-status.

Denna observation motiverar vidare utviardering av ultra-hypo-stralterapi med
intermittenta 5-8 Gy fraktioner och reducerad immunoterapi dos for att minska
bieffekter av immunintolerans (anm. BRP)

Resultaten fran denna studie ger uppmuntrande bevis for att stralbehandling
med en eller tvd 8 Gy-fraktioner dr genomforbar och kan sidkert kombineras med
anti-PD-1-immunoterapi.
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Trots det l4ga antalet patienter, ger den signifikanta tumorregression som
uppnétts och den langvariga lokoregionala kontrollen och Overgripande
progressionsfria intervallen, en grund for att fortsidtta immuno-strilterapi-forsok
med intermittenta ultrahypo-fraktions scheman 1 denna grupp av NSCLC-
patienter med délig prognos (Filippatos et al., 2023).

4.4 Sammanfattning:

Huvud-och hals cancerpatienter med dterkommande inoperabel sjukdom efter
tidigare konventionell strdlbehandling och kemoterapi kan aterbehandlas med 1,
2 eller 3 fraktioner hypofraktionerad strdlbehandling (HFRT) 4 8 Gy med en
fraktion per vecka tillsammans med Nivolumab anti-PD1 immunoterapi. Tidiga
och sena strélterapi-toxiciteter var minimala och dven immunoterapin visade en
utmirkt tolerans med endast 3 patienter som avbrot immunoterapin. Hos patienter
som fick anti-PD1 immunoterapi behandling 1 kombination med 2-3 fraktioner
HFRT a 8Gy var objektiva tumor responset over 80 %, och 57 % noterades med
endast en 8 Gy-fraktion stralning.

Sammanfattningsvis visar studien att patienter som efter konventionell radikal
kemo-radioterapi fatt lokalt ater-kommande icke-smacellig lungcancer kan
behandlas med anti-PD-1-immuno-terapi i kombination med en eller tvd 8Gy-
fraktioner (Filippatos et al., 2023).

Svarsfrekvensen av kompletta remissioner var 27,2 %, medan den partiella
tumorregressionen med mer dn 80 % av initiala dimensioner noterades hos 54,6
av patienterna. Resultatet av detta immun-radioterapischema gav 81,8 %
objektiva svarsfrekvenser.

Den 22-ménaders lokoregionala aterfallsfria frekvensen var 54,5 %, medan
den berdknade 2-édrs sjukdoms-specifika totala overlevnaden var 62 %. Dessa
uppmuntrande resultat utgér grunden for att fortsitta tester med immun-
radioterapi med intermittenta ultrahypofraktionerade strdlterapischeman i denna
grupp NSCLC-patienter.
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Kapitel 5
Epilog

5 Epilog

P4 1980-talet kunde vi 1 Malmé/Lund visa att mikrovags inducerad
hypertermibehandling av tumor-recidiv framgingsrikt kunde kombineras med
strélterapi (Lindholm et al., 1987, Lindholm et al., 1995).

Detta ledde till att dven forsoka kombinera strilterapi med syngent
tumdrvaccin som Leif G Salford i BRIGTT projektet framgéngsrikt utvecklat, och
som 1 en patient studie signifikant forldingde Overlevnadstiden (Salford et al.,
2022).

Med anvidndning av samma rattgliom modell som anvidndes 1 BRIGTT
projektet for utvecklingen av syngent tumdrvaccin, behandlades gliom
inokulerade 1 rdttor med syngena stril-steriliserade IFNy-transfekterade tumor-
celler och endast en fraktion stralbehandling med 5 alternativt 15 Gy.

Resultaten med 5Gy visade Overraskande hog andel med 75 %, kompletta
remissoner av implanterade hjarntumorer vilket tidigare inte uppnétts med niagon
annan terapi regim mot gliom tumdrer. Med det sparsamma antalet individer i
studien uppfattades dock resultatet som alltfor osékert for att kunna publiceras.

Med hjélp av Silvia Formenti och Sandra Demaria, som 1 sina experiment med
kontrollpunkthdmmare CTLA 4 observerat samma fenomen, kunde emellertid
resultaten efter 5&r 1 byrdlddan publiceras 1 tidskriften Radiation Research
(Formenti and Demaria, 2009, Persson et al., 2010).

Ar 2023 presenterade Koukourakis och medarbetare i Grekland en klinisk
studie med anti-PD1 immunoterapi och strdlterapi med 8 Gy intermittent
ultrahypo-fraktionerad behandling av patienter med locoregional aterkommande
huvud- och halscancer (Koukourakis et al., 2023). Tre kohorter av patienter
behandlades med endast en fraktion 4 8 Gy, eller 2-3 fraktioner med en fraktion
per vecka, tillsammans med Nivolumab anti-PD1 immunoterapi.
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Resultaten visar att efter administrering av endast en 8 Gy-fraktion stralning
observerades objektiva respons-svar pd 57 %. Hos patienter som fick 2 eller 3
fraktioner a 8 Gy veckovis noterades objektiva respons-svar (OR) 6ver 80 %. Med
3 fraktioner a 8 Gy erholls 66% kompletta remissioner (CR) av primértumor och
CR 75% av metastaser (Koukourakis et al., 2023).

De behandlade ocksa patienter som efter konventionell radikal kemo-
radioterapi fatt lokalt aterkommande icke-smacellig lungcancer. De behandlades
med anti-PD-1-immunoterapi 1 kombination med en eller tvd 8 Gy-fraktioner med
en fraktion per vecka. Detta immunradioterapischema var sékert och gav 81,8 %
objektiva svarsfrekvenser. Den fullstindiga svarsfrekvensen (CR) var 27,2 %,
medan tumorregression med 80—100 % av initiala dimensioner noterades hos 63,5
% av patienterna (Filippatos et al., 2023).

Slutsatsen blir att anti-PD1 immunoterapi kombinerad med ultrahypo-
fraktionerad stralbehandling med 5-8 Gy per fraktion som upprepas varje vecka
upp till 3 génger ar en lovande terapeutisk regim for patienter med recidiv efter
konventionell behandling som inte kan atgirdas med operation eller annan gingse
behandling.

Det Grekiska greppet med en Stralfraktion per vecka ar helt i1 linje med min
vision om hur immuno-radioterapi skulle kunna genomforas. Detta beskriver jag
ocksd 1 “A tale of a promising immuno-therapeutic strategy for Malignant
Glioma” (Persson, 2023).

“Thus a single irradiation fraction of eight gray (Gy) suggested being optimal
for enhancing the effect of immune therapy by cell-vaccination or electro-
chemotherapy, and could be applied in repeated sessions until complete remission
occurs”.

Koukourakis och medarberates resultat inspirerade till denna beréttelse om
immunoterapi kombinerad med intermittent ultrahypo-fraktionerad strilterapi.
Forhoppningsvis skall den motivera till ytterligare klinisk utvirdering som ett
terapeutiskt alternativ for behandling av patienter med aterkommande cancer
efter genomgangen full konventionell strdlbehandlings regim.

Med kliniska erfarenheter av olika stradldos-nivéaer 5-8 Gy, olika antal

fraktioner och intermittenta tidsintervall beroende pd graden av recidiv och typ av
tumor kan man sd smaningom hoppas pd en randomiserad studie av primira
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tumorer med Immunoterapi och intermittent ultrahypo-fraktionerad stralterapi
kontra konventionell behandling.

Det ar inte heller helt otdnkbart att en kombination av intermittent ultrahypo-
fraktionerad stralterapi 4 5-8Gy och mikrovags inducerad hypertermi skulle
medfora ytterligare forbattringar i kombination med immunoterapi (Logghe et al.,
2024).
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Denna berittelse har sitt ursprung i den kliniska studie som pa engelska bendmdes "Brain
Immune Gene Tumour Therapy" (BRIGTT) som professor Leif G, Salford i Lund. initierade
strax innan vid millienium- skiftet. Ett specifikt tumorvaccin framstilldes baserat pa
tumorceller som han extraherade ur tumdrvdvnad fran den gliom-patient han tidigare opererat.
Overlevnadstiden hos de vaccin behandlade patienterna forlingdes men inga tillfrisknade helt.

I forsok att forbéttra vaccinations effekten med utnyttjandes den tumdérmodell som anviénts
vid den pre-kliniska tumdrimmunologiska forskning som lag till grund for Salfords kliniska
vaccinations studie med maligna gliom.

Vaccin-behandlingen kombinerades med stralterapi av Fischer 344 rattor med N29gliom
tumorer inokulerade 1 hjdrnan och resultaten visade att:.

e Enbart strdlbehandling en gang med 5 Gy resulterade inte i ndgra dverlevare.
e Diremot om immuniseringsterapi med 3 omgéngar vaccin kombinerades med
endast en fraktion 4 5Gy stralterapi, 6verlevde sex av atta behandlade djur (ca.75%).

Detta ovintat positiva resultat for en tidigare obotlig tumor sporrade till att forsoka verka
for en ny tumor behandlings regim med immunoterapi 1 kombination med hypofraktionerad
strdlbehandling i endast ndgra fraktioner.

Nu efter 20 ar har det borjat rapporterats om kliniska studier som visar att immunoterapi i
kombination med hypofraktionerad strdlbehandling fungerar utmirkt med immunkontroll-
punktshdmmare, vilka anvinds for att blockera CTLA-4 och PDI1, sa att mordarcellerna, de
cytotoxiska T-lymfocyter CTL, inte hindras att eliminera cancercellerna.

Koukourakis och medarberates resultat inspirerade till denna beréttelse om immunoterapi
kombinerad med intermittent ultrahypo-fraktionerad stralterapi, som jag hoppas skall motivera
till ytterligare klinisk utvdrdering som ett terapeutiskt alternativ for patienter med
aterkommande cancer efter genomgéngen konventionell behandlings regim.

Lund November 11, 2024, Bertil RR Persson FilDr, MDhc, professor emeritus
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