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Sammanfattning av:

”Synergi mellan Stral- och Immun-Terapi”

Denna berittelse om Synergi mellan Strdl- och Immun-Terapi har sitt
ursprung i resultaten av forsok som utfordes ar 2001 vilka avsag att kombinera
tumorvaccin-behandling med stralterapi av Fischer-344 rittor med gliom-
tumorer inokulerade 1 hjdrnan.

Med 3 omgéngar tumorvaccin  kombinerat med endast en fraktion
stralterapi 4 5Gy, Overlevde sex av 4atta behandlade djur (ca.75%). Detta
dramatiska resultat for en tidigare obotbar tumor sporrade till att forsoka verka
for en ny tumdrbehandlings regim med immunterapi 1 kombination med hypo-
fraktionerad stralbehandling i endast nagra {4 fraktioner.

Nu efter 20 &r har det borjat rapporteras om kliniska studier som visar att
immunterapi 1 kombination med hypo-fraktionerad stralbehandling ocksa
fungerar med ldkemedel, sd kallade immunkontrollpunktshdmmare, vilka
anvinds for att blockera CTLA-4 och PD1 receptorer s att mordarcellerna,
de cytotoxiska T-lymfocyterna CTL, mer effektivt kan eliminera
cancercellerna.

Sammanfattningsvis visar studier att cancerpatienter med dterkommande
inoperabla huvud-och hals tumdrer som é&terbehandlats efter tidigare
konventionell strdlbehandling och kemoterapi, med framgang behandlats med
Hypo-fraktionerad strdlbehandling (HFRT) & 8 Gy/fr. Behandlingen
administrerades 1 en, tvd eller tre fraktioner, med en fraktion per vecka
tillsammans med Nivolumab anti-PD1 immunoterapi. Det objektiva tumor--
responset med 3 fraktioner var 6ver 80 %, och med endast en 8§ Gy-fraktion
stralning noterades 57 % respons (Koukourakis et al., 2023).

Patienter som efter konventionell radikal kemo-radioterapi fétt lokalt ater-
kommande icke-smécellig lungcancer har behandlats med anti-PD-1-
immuno-terapi 1 kombination med en eller tvd 8 Gy-fraktioner strilterapi.

Svarsfrekvensen med kompletta remissioner (CR) var 27,2 %, medan den
partiella tumorregressionen (PR) med mer dn 80 % av initiala dimensioner
noterades hos 54,6 av patienterna. Resultatet av detta immuno-radioterapi
schema gav 81,8 % objektiva svarsfrekvenser (OR=CR+PR) (Filippatos et
al., 2023).
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Del II presenterar ett nytt tumor-behandlingskoncept med ”Pre-kirurgisk
intermittent ultra-hypo-fraktionerad strilbehandling kombinerad med
immunterapi”

Intermittent ultra-hypo-fraktionerad strilbehandling innebir:

« Optimal absorberad dos 6—8 Gy per fraktion.

o Doser >10 Gy kan 6ka immunsuppressiva mekanismer (Treg-
aktivering).

« Tidsintervall pa upp till en vecka mellan fraktionerna.

o Mojlighet att ldgga till annan behandling tex immunterapi i1 intervallen
mellan strifraktionerna.

Intermittent-Strialbehandling piverkar tumormikromiljon genom
att:

e Producera DNA-skador och mutationer som producerar nya
tumorspecifika antigen (neo-antigen) som omvandlar den
bestrdlade tumdren till ett ”in situ-vaccin”.

e Neo-antigen utveckling kréver tid och darfor &r intermittenta tids-
intervall mellan strialfraktionerna biologiskt motiverade.

e Frisidtta immunstimulerande signaler
(tex DAMP, HMGBI1, ATP, Typ 1-interferon).

e Aktivering av Dendritceller.

e Okad produktion och infiltration av CD8" cytotoxiska T-celler i
tumoren.

e Minska immunsuppressionen genom inaktivering av MDSC

(myeloida suppressorceller) och minskad Tr.,-dominans vid doser
<10 Gy/fr.

Hypertermi (HT ca 41-44 °C) gor tumdrceller mer kansliga for strédlning
(RT). Kliniska studier visar béttre respons och fler kompletta remissioner med
kombinationen RT+HT jamfort med enbart strilning (RT) utan att oka
allvarliga biverkningar.

Hypertermi 1 kombination med strélterapi fungerar som immunforstirkare
(immunoadjuvant) med 6kad aktivitet hos immunceller (Cytotoxiska T-celler,
NK-celler och Dendrit-celler). Dessutom stimuleras tumdrens antigena
presentation och frisdttning av DAMP-signaler vilket medfor att “kalla”
tumorer blir “heta” (mer immunoreaktiva). Vidare minskar immunhdmningen
1 tumormiljon.
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Kombinationen Strilning + hypertermi ger en starkare effekt dn stralmig
och Hypertermi var for sig. Denna synergisamverkan bidrar till:
 Okad immunogen tumércelldod
« Forbattrat blodflode och syresittning 1 tumdren
« Minskad tum6r immunsuppression
« Aktivering av immunsystemet
o Okar T-cellsinfiltration i tumdren

I jamforelse med ICI immunterapi kan strlning + Hypertermi vara lika
effektivt eller battre dn stralning + ICI immunterapi (t.ex. PD-1) vilket medfor
att Hypertermi kan ersétta eller komplettera ICI immunterapi vilket kan
minska behandlings kostnader och ge férre biverkningar.

Sammanfattnings foreslds en Ny behandlingsstrategi med:

Pre-operativ intermittent strilbehandling + hypertermi som skulle
kunna:

o Forbéttra tumorkontroll fore operation och minska risken for metastaser

o Aktivera immunforsvaret och minska risken for recidiv

o Minska behovet av dyra ICI ldkemedel

Mojligen kan tilldgg med vitamin-A minska tumor-suppressionen av
omogna MDSC och dirmed 6ka den terapeutiska effekten av CTL.

Kliniska forsok med Stralbehandling 1 kombination med Elektroporation
har 1 huvudsak genomforts med irreversibel elektroporation IRE.

Genom att anpassa pulsamplituden mellan varje elektrisk puls till
forandringen 1 vévnadens ledingsformiga begriansas den irreversibla
elektroporationen sd att en del celler erhdller reversibel elektroporation och
bibehaller sina immunologiska egenskaper, vidare begriansas uppkomsten av
skador pa frisk vavnad (Persson, 2019).

Pre-kirurgisk strilbehandling kombinerad med Dynamisk El-puls
behandling skapar ett in situ-vaccin vars immuneffekt kan boostas med
Hypertermi och ATRA (se kap IV) eller annan immunstimulerande
behandling. Om efterfoljande operation krédver ytterligare behandling kan

behandlingen upprepas.

Diagnoser med Sirskilt stark evidens for Intermittent Stral-
ImmunoTerapi:
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« icke-smacellig lungcancer
« melanom
¢ njurcancer
« huvud-halscancer (ev. med kirurgi)
o« vissa CNS-tumdrer och metastaser
Stor potential for tumdrer som traditionellt svarar ddligt p4 immunterapi
e prostatacancer
e pancreascancer
« glioblastom

Del IIT behandlar mojligheten att kombinera Brachyterapi med Adjuvant
Immunterapi vilket faller mycket vl in 1 regimen Preoperativ imtermittent
stral- och Immun-Terapi. En tdnkbar BT behandlings regim é&r en initial 6-8
Gy stral-fraktion och intermittent efterfoljande immunterapi med anti-CTLA4
for att ddimpa immunosuppessionen av Tree, MDSC och anti-PD1/PDLI1 {or
att gynna CD8" T-lymfocyternas CTL-aktivitet (d&ven HPV vaccin skulle
kunna anvindas).

Efter att den terapeutiska effekten av den forsta behandlingsomgangen
kontrollerats kan behandlings parametrarna for pifoljande veckas behandling
fast stéllas.

Behandligsomgéngarna ka fortsdtta tills komplett remission uppnas.
Aven hypertermi skulle kunna kombineras med BT. Ballong metoden skulle
kunna modifieras till temperaturer i1 ballongen kring 43-44 °C att anvindas 1
intervallen vid intermittent Brachy-Hypertermi behandling 1 de kropps
kaviteter som behandlas.

Referenser

Filippatos, K., Koukourakis, I. M., Anevlavis, S., Giaktzidis, A. & Koukourakis, M. L.
2023. "Ultra-Hypofractionated Re-Irradiation with Anti-PD-1 Immunotherapy for
Locoregionally Recurrent (after Radical Chemo-Radiotherapy) Non-Small Cell
Lung Cancer." Cancers 15 (20):5083. doi: 10.3390/cancers15205083.
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Summary in English of:

“Synergy between Radiation and Immune Therapy”

This story about Synergy between Radiation and Immune Therapy
originates from the results of trials conducted in 2001, which aimed to
combine tumour vaccine treatment with radiation therapy of Fischer-344 rats
with glioma tumours inoculated in the brain.

With 3 rounds of tumour vaccine combined with only one fraction of
radiation therapy of 5Gy, six of eight treated animals survived (approx. 75%).
This dramatic result for a previously incurable tumour spurred the attempt to
advocate for a new tumour treatment regimen with immunotherapy combined
with hypo-fractionated radiation therapy in only a few fractions.

Now, after 20 years, clinical studies have begun to be reported showing
that immunotherapy in combination with hypo-fractionated radiotherapy also
works with drugs, so-called immune checkpoint inhibitors, which are used to
block CTLA-4 and PD1 receptors so that the killer cells, the cytotoxic T
lymphocytes CTL, can more effectively eliminate the cancer cells.

In summary, studies show that cancer patients with recurrent inoperable
head and neck tumours who were re-treated after previous conventional
radiotherapy and chemotherapy, were successfully treated with Hypo-
fractionated radiotherapy (HFRT) & 8 Gy/fr. The treatment was administered
in one, two or three fractions, with one fraction per week together with
Nivolumab anti-PD1 immunotherapy. The objective tumour response with 3
fractions was over 80%, and with only one 8 Gy fraction of radiation, a 57%
response was noted (Koukourakis et al., 2023).

Patients with locally recurrent non-small cell lung cancer after
conventional radical chemoradiotherapy have been treated with anti-PD-1
immunotherapy in combination with one or two 8 Gy fractions of
radiotherapy.

The response rate with complete remissions (CR) was 27.2%, while partial
tumour regression (PR) with more than 80% of initial dimensions was noted
in 54.6 of the patients. The result of this immunoradiotherapy regimen was
81.8% objective response rates (OR=CR+PR) (Filippatos et al., 2023).

10
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Part II presents a new tumour treatment concept with
“Pre-surgical intermittent ultra-hypo-fractionated radiotherapy
combined with immunotherapy”

Intermittent ultra-hypo-fractionated radiotherapy involves:
 Optimal absorbed dose 6—8 Gy per fraction.
* Doses >10 Gy can increase immunosuppressive mechanisms
(Treg activation).
 Time interval of up to one week between fractions.
* Possibility to add other treatment e.g. immunotherapy in the intervals
between radiation fractions.

Intermittent radiotherapy affects the tumour microenvironment by:
* Producing DNA damage and mutations that produce new tumour-specific
antigens (neo-antigens) that convert the irradiated tumour into an *
in situ vaccine”.
* Neo-antigen development requires time and therefore intermittent time
intervals between radiation fractions are biologically justified.
* Releasing immunostimulatory signal
(e.g. DAMP, HMGBI, ATP, Type 1 interferon).
* Activation of Dendritic cells.
* Increased production and infiltration of CD8" cytotoxic T cells in the
tumour.
* Reduce immunosuppression by inactivation of MDSC (myeloid
suppressor
cells) and reduced Treg dominance at doses <10 Gy/fr.

Hyperthermia (HT approx. 41-44 °C) makes tumour cells more sensitive to
radiation (RT). Clinical studies show better response and more complete
remissions with the combination RT+HT compared to radiation alone (RT)
without increasing serious side effects.

Hyperthermia in combination with radiotherapy acts as an
immunoadjuvant with increased activity of immune cells (Cytotoxic T cells,
NK cells and Dendritic cells). In addition, the tumour's antigen presentation
and release of DAMP signals are stimulated, which causes “cold” tumours to

11
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become “hot” (more immunoreactive). Furthermore, the immune inhibition in
the tumour environment is reduced.

The combination of Radiation + Hyperthermia provides a stronger effect
than radiation and Hyperthermia alone. This synergistic interaction
contributes to:

* Increased immunogenic tumour cell death

* Improved blood flow and oxygenation in the tumour

* Reduced tumour immunosuppression

» Activation of the immune system

* Increases T-cell infiltration in the tumour

In comparison with ICI immunotherapy, Radiation + Hyperthermia can be
as effective or better than Radiation + ICI immunotherapy (e.g. PD-1), which
means that Hyperthermia can replace or complement ICI immunotherapy,
which can reduce treatment costs and have fewer side effects.

In summary, another new treatment strategy is proposed with:

Pre-operative intermittent radiotherapy + hyperthermia that could:

 Improve tumour control before surgery and reduce the risk of metastases
« Activate the immune system and reduce the risk of relapse
» Reduce the need for expensive ICI drugs

Possibly, supplementation with vitamin A can reduce tumor suppression
of immature MDSC and thereby increase the therapeutic effect of CTL.

Clinical trials with radiotherapy in combination with electroporation have
mainly been conducted with irreversible electroporation IRE.

By adapting the pulse amplitude between each electrical pulse to the
change in the tissue's conductivity, the irreversible electroporation is limited
so that some cells receive reversible electroporation and maintain their
immunological properties, and the occurrence of damage to healthy tissue is
also limited (Persson, 2019).

Pre-surgical radiotherapy combined with Dynamic Electro-pulse treatment
creates an in situ vaccine whose immune effect can be boosted with
Hyperthermia and ATRA (see chapter IV) or other immunstimulating
treatment. If subsequent surgery requires additional treatment, the treatment
can be repeated.

12
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Diagnoses with Particularly Strong Evidence for Intermittent Radiation
Immunotherapy:

* non-small cell lung cancer

* melanoma

* kidney cancer

* head and neck cancer (possibly with surgery)

» certain CNS tumors and metastases
Great potential for tumors that traditionally respond poorly to immunotherapy

* prostate cancer

* pancreatic cancer

» glioblastoma

Part III discusses the possibility of combining Brachytherapy with Adjuvant
Immunotherapy, which fits very well into the regimen of Preoperative
Intermittent Radiation and Immunotherapy. A possible BT treatment regimen
is an initial 6-8 Gy radiation fraction and intermittent subsequent
immunotherapy with anti-CTLA4 to attenuate the immunsuppression of Treg,
MDSC and anti-PD1/PDL1 to favour the CTL activity of CD8+ T
lymphocytes (HPV vaccine could also be used).

After the therapeutic effect of the first treatment cycle has been verified,
the treatment parameters for the following week of treatment can be
determined.

The treatment cycles can continue until complete remission is achieved.
Hyperthermia could also be combined with BT. The balloon method could be
modified to temperatures in the balloon around 43-44 °C to be used in the
intervals of intermittent Brachy-Hyperthermia treatment in the body cavities
being treated.

References

Filippatos, K., Koukourakis, I. M., Anevlavis, S., Giaktzidis, A. & Koukourakis, M. L.
2023. "Ultra-Hypofractionated Re-Irradiation with Anti-PD-1 Immunotherapy for

Locoregionally Recurrent (after Radical Chemo-Radiotherapy) Non-Small Cell
Lung Cancer." Cancers 15 (20):5083. doi: 10.3390/cancers15205083.
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Synergin mellan Strdal- och Immun-Terapi:
Nista Generation av Tumorterapi?

Del 1
En Berittelse om att Kombinera Immunoterapi

med Ultra-Hypo-Fraktionerad Stralterapi

Bertil RR Persson

Forord

Denna berittelse ar dedicerad till minnet av min 60 driga medverkan 1 John
och Augusta Perssons Stiftelse for Vetenskaplig Medicinsk forskning sarskilt
rorande cancerforskning frimst 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 eftertratt Kurt Lidén som professor i medicinskradiofysik
och tillika chef for sjukhusfysiken 1 Lund, blev jag 1984 medlem i stiftelsens
vetenskapliga rdd och verksam 1 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 i Lund.

Senare stodde stiftelsen min verksamhet med mikrovdgsbehandling av
brostcancer-recidiv 1 kombination med ldg-dos strdlbehandling, vilket bland
annat initierade denna berittelse.

I samband med stiftelsens 20 &rs jubileum fick min verksamhet att 1 Lund
bygga Nordens forsta Magnet Resonans kamera ett generdst stod med
datorkraft fran IBM.
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Jag ldmnar nu stiftelsen med denna berittelse om immunoterapi
kombinerad med ultrahypo-fraktionerad stralterapi, som jag hoppas skall
inspirera ndgon till ytterligare klinisk utvéirdering av synergin mellan stral-
och immun-terapis som ett terapeutiskt alternativ for patienter med
aterkommande cancer efter genomgangen 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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Del 1
En berittelse om att kombinera Immunoterapi

med Ultrahypo-fraktionerad strilterapi
Bertil RR Persson

Sammanfattning:

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

I forsok att forbattra vaccinations effekten utnyttjades den tumdrmodell
som anvandes vid den prekliniska tumdrimmunologiska forskning som lag till
grund for Salfords kliniska studie.

[ ett forsok att kombinera vaccin-behandlingen med strélterapi,
behandlades Fischer 344 rittor med N29gliom-tumdrer inokulerade 1 hjdrnan.

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

e Diremot om immuniserings-terapi med 3 omgdngar vaccin
kombinerades med endast en fraktion a 5Gy stralterapi, overlevde
sex av atta behandlade djur (ca.75%).

Detta dramatiska resultat for en tidigare obotlig tumdr sporrade till att
forsoka verka for en ny tumorbehandlings regim med immunoterapi i
kombination med hypofraktionerad strdlbehandling i1 endast nagra fa
fraktioner.

17
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Nu efter 20 ar har det borjat rapporterats om kliniska studier som visar att
immunoterapi 1 kombination med hypofraktionerad stralbehandling ocksa
fungerar utmérkt med ldkemedel, sd kallade immunkontrollpunktshdmmare,
vilka anvidnds for att blockera CTLA-4 och PDI1 receptorer sa att
mordarcellerna, de cytotoxiska T-lymfocyterna CTL, mer effektivt kan
eliminera cancercellerna.

Det har under arens forsok att sprida kunskap om kombinationen
immunoterapi med hypofraktionerad stralbehandling, visat sig svart att bryta
anvindningen av den konventionella kliniska strilbehandlingen med uppat
30-40 dagliga fraktioner a 2 Gy/fr.

De hittills genomférda kliniska forsoken med att kombinera
immunoterapi med konventionell strélterapi har emellertid resulterat i
sparsamma effekter.

Nyligen har dock en Grekisk studie av Koukourakis och medarbetare visat
att lokaliserad hypofraktionerad stralterapi fungerar som forstiarkning till
immuno-terapi med kontrollpunkts PD-1 hdammare.

De behandlade cancerpatienter med dterkommande inoperabla huvud-och
hals tumorer efter tidigare konventionell strdlbehandling och kemoterapi.
Hypofraktionerad strdlbehandling (HFRT) & 8 Gy/fr. administrerades 1 en, tva
eller tre fraktioner, med en fraktion per vecka tillsammans med Nivolumab
anti-PD1 immunoterapi. Tidiga och sena stralterapi-toxiciteter var minimala
och dven immunoterapin visade en utmirkt tolerans med endast 3 patienter
som avbrot immunoterapin.

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

Patienter med icke-smacellig lungcancer som efter konventionell radikal
kemo-radioterapi fatt lokalt dterkommande tum6r behandades ocksd med
anti-PD1-immunoterapi 1 kombination med en eller tvd 8 Gy-fraktioner hypo-
fraktionerad strdlbehandling. Resultatet av detta immuno-radioterapischema
var 1 en grupp NSCLC-patienter 27,2 % kompletta remissioner och 81,8 %
objektiva svarsfrekvenser. Den 22-méanaders lokoregionala &terfallsfria
frekvensen var 54,5 %, medan den berdknade 2-ars sjukdomsspecifika totala
overlevnaden var 62 %.

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

Kapitel I-1  ger en prolog till hur det hela borjade

18
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Kapitel I-2 ger en 6versikt av vilka mekanismer som kan forklara samverkan
av den joniserande strdlningen med immunsystemet. Det &r inte
helt sjdlvklart hur dessa séd vitt skilda dicipliner kan samverka.
Vilket demonstreras i det fatala misslyckandet att kombinera
konventionellt fraktionerad stralbehandling med immunoterapi.

Kapitel I-3  ger en sammanfattning av de prekliniska studier som visar pa
synergin mellan strdl- och immun-terapi och berett vigen for
klinisk immunoterapi kombinerad med ultrahypofraktionerad
stralterapi.

Kapitel I-4 ger en sammanfattning av kliniska studier

Kourakis och medarberates resultat inspirerade till denna beréttelse om
immunoterapi kombinerad med ultrahypo-fraktionerad strdalterapi, som jag
hoppas skall motivera till ytterligare klinisk utvdrdering som ett terapeutiskt
alternativ for patienter med aterkommande cancer efter genomgéngen
konventionell behandlings regim.
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Kapitel I-1
Prolog

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

Immunsvaret mot hjirntumoéren malignt gliom (GBM) utgors frimst av
den tumordodande funktionen hos aktiverade cytotoxiska T-celler (CTL).
Saledes borde en vaccinationsregim som forstirker effektor funktionerna hos
CTL och samtidigt 6kar 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 tumorvdvnad frin den gliom-patient han tidigare opererat.
Efter separation av tumoércellerna, infekterades de med ett Adenovirus som
hade en gen for humant interferon-gamma (IFNy). De transfekterade cellerna
bestralades med gammastrilning sé att tumorcellerna inte skulle kunna f6roka
sig efter de administrerats till patienten (Bauréus-Koch et al., 2004). Efter
bestrdlningen undersoktes cellerna med avseende pd graden av IFNy-
produktion. med hjdlp av ELISA-métningar.

Vaccinet administrerades till patienten 1 huden for aktivering av immun-
systemet och produktion av specifikt aktiverade T-lymfocyter (CTL) som
passerar genom blod-hjarnbarridren. I hjarnparenkymet soker de aktiverade T-
cellerna eliminera bade atervéxt fran den ursprungliga bortopererade tumoren
och migrerande "gerilla"-celler 1 den omgivande hjirnan (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 &r, som
tidigare programenligt behandlats med kirurgi och stralbehandling utan
biverkningar eller toxicitet men fatt indikationer pd dterkommande tumorvaxt.
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De immuniserades mellan 8 och 14 génger med sitt specifika tumorvaccin.
Neurologisk status och livskvalitet var ofordndrad under immunoterapin. I
studien ingick dven en kontrollgrupp pa nio liknande gliom-patienter som
ocksd primért hade behandlats programenligt med kirurgi och stral-
behandling.

Efter att patienterna immuniserades med sitt vaccin blev gruppens totala
median-6verlevnads tid 488 dagar (16,1 manader) vilket var signifikant langre
(p <0,05) jamfort med 271 dagar (9,0 manader) hos patienterna 1 den matchade
kontrollgruppen. De immuniserade patienternas oOverlevnadstid var ocksa
signifikant langre jaimfort med alla GBM-patienter som behandlats pd samma
klinik under samma period och med andra kontrollgrupper inom samma
alderskohort (Salford et al., 2022).

I-1.2 Kombination med strélterapi

Roszman och medarbetare visade emellertid 4r 1991 att eliminering av alla
gliomceller inte sker ens ndr CNS-tumorer exponeras med stora populationer
av T-lymfocyter (Roszman et al., 1991). Detta vickte fragan om immunisering
med tumorvaccin kunde kombineras med ndgon annan terapi. Nérmast till
hands 14g strilterapi som vi tidigare framgéngsrikt anvént for behandling av
brostcancer-recidiv 1 kombination med hypertermi.

En av mina doktorander Per Nilsson studerade pd 1980-talet tillsammans
med onkologldkaren Lisa Kjellén hur en kombination av mikrovags-inducerad
hypertermi och lagdos(30 Gy) konventionell strdlbehandling &4 2Gy per dag
skulle kunna anvéndas for behandling av bréstcancer recidiv.

Med en speciell mikrovags-applikator behandlades forst tumdrer
implanterade pé flanken av moss. Efter att tumorerna férsvann hos moss som
behandlats med en kombination av hypertermi och strdlbehandling,
utvecklades metoden till behandling av patienter.
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Figur I-1-1

IMSALI datorn for

Lund.

Kjellén anvinde
behanlingen av patienter.

|

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 végledare-applikator som visas 1 Figur I-1-1 ansluten till
mikrovags utrustningen behandlades patienter med lokala brostcancer recidiv
(Nilsson et al., 1982b, Nilsson and Persson, 1985). Patient behandlingen av
brostcancer-recidiv 1 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 tumoérsvar och hudskador vid kombinerad
stralbehandling och hypertermi vid ytliga &terkommande brostcarcinom
(Lindholm et al., 1995 ).

Prognostiska faktorer for fullstindigt tumorsvar och akut hudskada vid
kombinerad hypertermi och strdlbehandling analyserades frdn patienter med
aterkommande brostcancer 1 tidigare bestrdlade omrdden. Stralbehandling
gavs dagligen & 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 stradlbehandlings schemat kombinerades med
viarme tva ginger 1 veckan, totalt fyra virmebehandlingar.

e Schema B: Det andra stralbehandlings schemat kombinerades med
hypertermi antingen en eller tva ginger 1 veckan vilket resulterade
1 totalt tre virmebehandlingar, eller

e Schema C: med sex virmebehandlingar.
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Hypertermi inducerades med mikrovéagor (2450, 915 eller 434 MHz) via
externa applikatorer och gavs alltid efter strdlbehandlingen. Den fullstindiga
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 anvéndningen av hypertermi i modern
stralningsonkologi (Peeken et al., 2017 ).

Forutom att forstirka effekten av strdlning orsakar hypertermi
fordndringar 1 perfusion,  syresittning, @ hidmning 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
fital onkologiska kliniker inkluderat hypertermibehandling 1 sin repertoar.
Under aren har dock rikliga prospektiva och randomiserade kliniska data dykt
upp som visar en tydlig fordel med kombinerad hypertermi och
strdlbehandling for ytliga brost-cancer recidiv, livmoderhals-cancer eller
cancer 1 huvud och hals regionen.

Sammanfattningsvis menade Peeken att 1 samband med riktad systemisk
terapi och forbéttrad kemoterapi for mikrometastaserande sjukdom kan
hypertermi-behandling for lokal kontroll fa klinisk betydelse (Peeken et al.,
2017).

I-1.3 Immunoterapi med tumorvaccin i kombination med
stralning

Graf och medarbetare genomforde 2003 immunisering genom s.c.
injektion av bestrdlade syngena tumdrceller till Fischer-344-rittor med
intrakraniella implanterade T9-glioblastom tumérer. Denna procedur
korrelerade dock inte med en botande effekt utan verkade istillet forstiarka
tumorprogression (Graf et al., 2002).
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De fann emellertid att kombinationen av immunisering med stralnings-
exponering 1 rattmodeller visade ett 6kat 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 stral-
behandling kombinerad med cellulér vaccination.

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

Lumniczky och medarbetare rapporterade r 2002 om att den terapeutiska
effekten 1 en hjarn-tumoérmodell for musgliom (GI261) okar genom att
kombinera cytokinproducerande cancercell-vacciner och lokal konventionell
stral-behandling (Lumniczky et al., 2002).

De behandlade hjarntumorbarande moss med olika cytokinproducerande
vacciner, framstédllda genom in-vitro-transfektion av GL261 musgliom-celler
med motsvarande adenovirala vektorer (IL-4, 1L-6, IL- 7, GM-CSF, TNFy,
LIF, LT). Det wvaccin som producerade IL-4 eller GM-CSF visade sig
eliminera 20-40 % av tumorerna hos mossen.

Genom att kombinera lokal tumoérbestrdlning och vaccination av syngena
tumorceller transfekterade med GM-CSF, 1L-4, eller IL-12 vektorer
eliminerades emellertid omkring 80-100 % av tumorerna hos de gliombérande
mossen. Hog effektivitet av kombinerad behandling bibehdlls dven under
suboptimala forhallanden dir ingen av modaliteterna ensamma botade nagon
av mossen (Lumniczky et al., 2002).

Dessa experimentella fynd 1 ratt- och mus-modeller tyder pd att
vaccinationsterapi kan 6ppna en ny potential 1 den kliniska behandlingen av
hoggradigt gliom ndr 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 strdlterapi har sitt ursprung i véra egna studier i Lund av hur
immunisering med interferon-gamma-utsondrande syngena tumdrceller
kombinerades med strilbehandling. Forsoken  borjade &r 2003 med den
tumormodell som anvints vid den pre-kliniska forskning som lag till grund
for Salfords kliniska studie som redovisats ovan.
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I ett forsok ar 2001 inokulerades 5000 N29 tumdrceller 1 hjairnan pa
Fischer 344 réttor som arrangerades 1 grupper enligt Tabell 1-1-1.

Tabell I-1-1
Djuren med intracerebrala tumorer arrangerades 1 foljande grupper:
Gruppnummer Behandling Antal djur
B1 Kontroller utan behandling 6
B2 Strélning 5 Gy 8
B3 Strélning 15 Gy 8
B4 Immunisering 6
B5 Stralning 5 Gy + Immunisering 8
B6 Strélning 15 Gy + Immunisering 8

En vecka efter inokuleringen di djuren utvecklat intracerebrala tumdrer
bestralades de, sdsom visas 1 figur I-1-2, genom att tillféra en absorberad
straldos pé antingen 5 eller 15 Gy matt med ett TLD-chip placerat bredvid

tumoOren under faltbolus.

Inom en timme efter strdlbehandlingen skedde immunisering hos hilften
av djuren med i.p. injektion av tre miljoner strélsteriliserade (med 70 Gy)
syngena [FNy-utsondrande N29-celler. Vaccineringen av djuren upprepades
efter 14 och 28 dagar. Nar dagliga observationer visade tecken pd symtom pa
viaxande tumorer blev deras hjdrnor histopatologiskt undersokta.

Brain tumor
Radiation field 1x1 cm?

Co-60 gamma
SSD 50 cm

Radiation dose meter
Diode and LiF chip
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Figur I-1-2

Bestralning av
Intracerebral ratt-tumor med
en stralnings féltstorlek
kollimerad for att tdcka
hjirnan (1x1 cm?).

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

Ett 5 mm tjockt ark av
viavnadsekvivalent bolus
placerades over huvudet for
uppbyggnad av stralningen.
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Djuren observerades dagligen med avseende pa symtom av de vixande
tumorerna. Nar de var starkt paverkade offrades de och hjdrnan undersoktes
for tumortillvaxt. Tumoren resekterades och viagdes.

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

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

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

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

Enbart strdlbehandling en ging med 5 Gy resulterade inte 1 ndgra
overlevare, men med 15 Gy 6verlevde 2 av 8 djur (ca 25%).

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

27



Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi: Nista generation av tumoérbehandling?

Resultaten presenterades vid ’Society of Neuro Oncology” drsmote 2003
1 Keystone USA (Persson et al., 2003).

Persson, och medarbetarna, Catrin Bauréus-Koch, Gustav Grafstrom, Per
Engstrom, Arne Brun, Bengt Widegren, och Leif G.Salford, presenterade
2003 den terapeutiska effekten av stralbehandling i kombination med
immunisering med syngena IFN-gamma-utsondrande tumorceller pa N29-
och N32-hjarntumorer implanterade subkutant pd flanken eller i hjdrnan hos
Fischer 344-rdttor (Persson et al., 2003).

Syftet var att studera den terapeutiska effekten av stralbehandling i
kombination med intraperitoneala injektioner av syngena interferon-gamma-
utsondrande tumdorceller for att forstirka immunreaktionerna mot N29- eller
N32-gliomtumorer implanterade antingen subkutant (endast N29) eller i
hjdrnan (Caudate Nucleus) hos Fischer 344-rattor (Persson et al., 2003).

Nagra anslag for att styrka uppticten av Synergin mellan Strdl- och
Vaccin-behandling beviljades emellertid inte (Luk 4:24; Joh 4:44). Sa
resultaten hamnade 1 byrdlddan!

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

Studien blev de ocksa publicerade 1 tidskrifter ”Radiation Research” med
bendget bistdnd fran Silvia C Formenti, och Sandra Demaria som studerat
immunférmedlad hamning av brost cancer metastaser efter behandling med
lokal strdlning och CTLA-4-blockad, altenativt vaccination (Demaria et al.,
2005, Newcomb et al., 2006, Persson et al., 2010).-

I-1.4 Fortsatta studier

Stralbehandling for cancerbehandling har levererats mer eller mindre pa
samma sitt under de senaste 100 &ren. Fraktioner med 1ag dos (2 Gy/fr.) ges
dagligen tills en hog méldos (60 till 70 Gy) uppnds. Denna behandlingsregim
syftar till att eliminera tumdren genom strdlningsinducerad cancercelldod.
Men traditionell fraktionerad stradlbehandling minskar emellertid ocksé antalet
stralningskénsliga T-celler (CD3+, CD4+ och CD8+) i tumdren och forhindrar
ddrmed immunogen celldod.

Vi har under de gangna aren forsokt sprida kunskap om strdlbehandling 1
kombination med immunoterapi och sammanfatta effekterna av olika
fraktioneringsmetoder for stralning pa tumdren och olika immunceller: CD4"
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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 storframging testat
lokaliserad hypofraktionerad strélterapi som fOrstirkning till immunoterapi
med immun-kontrollpunkts PD-1 hdmmare (Koukourakis et al., 2023).

Detta inspirerade mig till att presentera denna berittelse om immunoterapi
kombinerad med ultrahypo-fraktionerad strilterapi. 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 iIHFIRT. Denna terapeutiska samverkans regim av synergin mellan
stral- och immun-terapi, kan ocksd Oppna upp mojligheten for minska
sannolikheten for biverkningar och recidiv.
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Kapitel I-2

Samspelet mellan stralterapi och immunrespons

I-2.1 Tumorens mikromiljo

Cancerprogression dr néra relaterad till tumormikromiljon dér tumoren
existerar tillsammans med omgivande blodkérl, immunceller, fibroblaster,
benmirgshirledda inflammatoriska celler (MDSC), signalmolekyler och den
extracelluldra matrisen. Tumorer kan paverka mikromiljon genom att frigéra
extracelluldra signaler som frimjar tumdrangiogenes och inducera immun-
tolerans vilket stimulerar tumor tillvixten, medan immunceller (CTL) 1
mikromiljon forsoker himma tillvixten och utvecklingen av cancerceller.

En enkel fraktion strilning (6 ttill 8Gy) dodar cancerceller vilket 6kar
frisdttningen av endogena tumor-antigen som aktiverar antigen-presenterande
celler APC. Detta gynnar produktionen av tumoérdodande Cytotoxiska Tumor
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
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Tumour Cell Death Inactivation of immune-

S suppressing
of radiation Native MCSC cells,

surrounding the tumour and

Up-regulation of: docrassoof T,

*MHC1

*FAS/CD95 DC Maturation
= [CAM-1 and T-cell priming

“LFA-3 ' IFNy production

and tumour infiltration

Figur I-2-1
Stralningseffekter pa tumorens mikromiljoé
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Tumorernas beteende bestdms 1 hog grad av tumorcellernas interaktion
med
olika immunceller, sdsom
e T-celler: CTL(CDS"), Ty (CD4"), Treg (CD4", CD25%)
e Naturliga mordarceller (NK),
e Dendritiska celler (DC),
e Mpyeloid-hérledda suppressorceller (MDSC) och
e Tumorassocierade makrofager (TAM).

Myeloid-hirledda suppressorceller (MDSC) bidrar till angiogenes och
vaskuldrgenes och ir, liksom regulatoriska T-celler, Treg(CD4",CD25"),
kraftfulla suppressorer av antitumoreffekten hos CTL-celler.

Dendritiska celler &r nédrvarande, men deras mognad till effektiva
antigenpresenterande celler hdmmas av vaskuldr endotel tillvixtfaktor
(VEGF) fran tumor och stromal sekretion, samt interleukin-10 och TGF-B.

Tumorassocierade makrofager(TAM) framjar tumdrprogression genom att
utsondra en mingd olika faktorer, inklusive matrismetalloproteinaser och
immunosuppressiva cytokiner.

MI1-makrofager &r pro-inflammatoriska celler som kan utsondra pro-
inflammatoriska cytokiner, aktivera endotelceller och inducera rekryteringen
av andra immunceller till inflammerad vdvnad.

M2-makrofager himmar inflammation genom frisittning av anti-inflam-
matoriska mediatorer och sdkerstéller vavnadsintegritet.
Dessutom finns en vaskuldr komponent som innefattar blod och lymfatiska

endotelceller som kommunicerar med varandra och med cancercellerna.’
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I-2.2 Stralningens effekter pa tumorens mikromiljo

Strélterapi kan paverka tumorceller bide med DNA-skada och genom att
modifiera tumoérens mikromiljo (TME) med olika effekter beroende pa
levererad absorberad dos, Stralbehandling med hog absorberad dos (10-20
Gy/fraktion) inducerar nekros och massiv inflammation och ger upphov till
immuno-suppressiva effekter. Medan 14g absorberad dos (5-8 Gy/fraktion)
ger forut-sittningar for immunologisk dod med lagre immunosuppression.

Lymfocyter ar bland de mest strilkéinsliga vita blodkropparna och akut
lymfopeni observeras ofta efter fokal strilterapi med hog strdldos, troligen pé
grund av att bestralningen dodar lymfocyter nir de passera genom stralfaltet.

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

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

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

Flera timmar efter exponering for strdlning aktiveras d&ven mTOR-végen,
med frisdttning av strilningsspecifika peptider som kan inducera ett
tumorspecifikt immunsvar.

Joniserande stralning genererar dven kemokiner, sdésom CXCL16, som
attraherar CTL-celler till den bestrdlade tumérvolymen.

Hyperfraktionerad strdlbehandling gynnar immunologiska effekter som
kan forstiarkas med effektiv immunoterapi. Dessa mekanismer involverar upp-

eller nedreglering av membranmolekyler, sdsom PD-L1, HLA-klass-I,
CD80/86, CD40, CD47 och Fas/CD95, vilka spelar en viktig roll 1
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immunkontroll-punktsvdgar och o©kat cytokinuttryck (t.ex. Interferon
INFa,B,y, IL1,2 och TNFa) av cancer eller immunceller. For att verkan av alla
dessa biologiska processer som initieras av en enda 8Gy stréalfraktion skall
hinna fullféljas bor tidsintervallet mellan ytterligare stralfraktioner vara
tillrackligt ldngt, atminstone en vecka (Koukourakis et al., 2023b).

Med endast en fraktion hypo-fraktionerad stralterapi induceras ocksé
immunogen modulering som fordandrar biologin och miljon for 6verlevande

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

Sammanfattning av Strilningens effekter pa tumoérens mikromiljo

e Frigor anti-gen och:
CDAMP= CellD6dsAssocierade Molekyldra monster
TLR = Toll Like-receptorer pa naiva T-celler (TLR 4)
HMGB1 = ”High Mobility Groupl” ett icke-histonkromatinbindande
kérnprotein
e Frigor 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 I-2-3
Stralningens effekter pa tumorens mikromiljo.
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Emellertid 6vervager mestadels tumdrens immunosuppresiva egenskaper
vilket ofta eliminerar effekten av enbart immunoterapi. Hyperfraktionerad
stralterapi reducerar emellertid tumdrens suppressiva egenskaper genom
inaktivering av immun-suppressiva omogna MCSC celler och reduktion i
populationen av regulativa T-celler Ty, 1 tumoren och dess omgivning.

I-2.3 Cancer immunoterapi

Som framgér av ovanstdende beskrivning av T-cellernas funktion spelar
de en framtrddande roll 1 det cellmedierade adaptiva immunsvaret mot
frimmande patogener och maligna celler (Rudolph et al., 2006).

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

CTLA-4 ir ett protein som finns pa de T-celler som hjélper till att hélla
kroppens immunsvar i schack. Nar CTLA-4 binder till ett annat protein som
kallas B7, som finns pa sdvdl normala som tumorceller, hindras CTL
mordarcellerna frin att ddda bdde normala och tumor-celler.

I Figur 1-2-4 visas hur CTLA-4 receptorn pd CTL cellen kopplar till B7
liganden varigenom immunsvaret frdn CTL undertrycks. Harigenom kan CTL
med kroppsegna anti-gen visa immuntolerans mot kroppens egna vavnader
och celler. I Figur I-2-5 visas hur blockering av CTLA-4 interaktionen med
anti-CTLA-4 monoklonala antikroppar kan anvéindas for behandling mot
tumorer.

TUMOUR

Figur 1-2-4

Da CTLA-4 Receptorn pd CTL cellen
kopplar till B7-liganden pa Cancercellen
sjilv eller nagon annan cell undertrycks
CTL cellens immunsvar.
Héarigenom kan dven CTL cellers attack
CTLA-4 mot virdens egna vdvnader och celler
forhindras
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Lakemedel sa kallade immunkontrollpunktshimmare, anvéinds for att
blockera CTLA-4 sa att mordarcellernas CTL immunsvar kan eliminera
tumorcellerna.

., TUMOUR

Figur I- 2-5

Terapeutiska insatser mot
olika  typer av  tumdrer
genomfors genom blockering av p—
CTLA-4 /B7 interaktionen med CTLA-4
anti-CTLA-4 monoklonala \—

antikroppar.
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Programmerade celldodsreceptorn-1 (PD-1) éar en annan viktig immun-
modulator. Den dr ett transmembranprotein av CD28-familjen, med 288
aminosyror vilket uttrycks i membranet p aktiverade T-celler (CTL), B-celler
och tumérassocierade makrofager (Xu., 2020).

D4 PD-1 binder till den endogena liganden PD-L1 pé cancercellen eller
nagon annan cell, undertrycks immun-svaret av aktiverade T-celler CTL),
varigenom immuntolerans upprétthalls mot kroppens normala vdvnader och
celler (Hamid et al., 2013).

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

TUMOUR Figur 1-2-6

Da PDI1 Receptorn pa CTL cellen
kopplar  till PDL1 liganden pa
Cancercellen sjélv eller ndgon annan cell
undertrycks immunsvaret mot kroppsegna
antigener, varigenom immuntolerans mot
viardens normala védvnader och celler
upprétthélls.
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Terapeutiska insatser mot olika typer av tumoérer 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 doda cancercellen. 1 Figur 1-2-7 visar
blockering av PD-1 eller PD-L1 interaktionen med monoklonala antikroppar.

PD-L1 liganden uttrycks emellertid ocksa 1 antigenpresentrande celler
vilket kan pdverka T cellernas respons och tumorens mojlighet att dverleva
(Kleffel et al., 2015, Wen et al., 2024). Det ér saledes viktigt att dvervéga valet
av ldkemedel f6r 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 1-2-7

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

Terapeutiska insatser mot tumdorer 4
genomfors genom blockering av PD-1 ~ ANTIPD-1
eller PD-L1 interaktionen = med
monoklonala antikroppar.

ANTI PD-L1

PD-1

Immunoterapi med dessa immunkontrollpunktshdmmare verkar emellertid
bekdmpa tumorer Gver ett brett spektrum av tumortyper och ar associerad med
lagre toxicitetsnivier dn andra immunoterapier, med varaktiga svar. Darfor
anses PD1/PD-L1-hdmmare vara en lovande likemedelskategori for ménga
olika cancerformer. Men blir effekten for kraftig angrips dven normalviavnad
med allvarliga biverkningar som f6ljd.

I-2.4 Stralningens effekter pa tumorens immunosuppression

Yin och medarbetare diskuterade ar 2019 samverkan mellan Myeloid-
hiarledda suppressorceller (MDSC) 1 tumdrens mikromiljo och
stralbehandling.
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En av de viktigaste cellkomponenterna i tumoérmikromiljon som framjar
tumortillvixt och metastasering &ar myeloid-hdrledda suppressorceller
(MDSC). MDSCs har dykt upp som viktig regulator av immunsvar i cancer
och viktig for effekten av cancerterapi med stralbehandling.

Strlbehandling kan forutom att frigdra tumor-antigen frimja béde lokal
och systemisk antitumérimmunitet genom att paverka myeloid-hérledda celler
MDSCs inklusive makrofager TAMs 1 tumodren. Beroende pé straldos och
fraktionering kan emellertid strdlbehandling ha bide protumér- eller
antitumor-immuneffekt.

Rétt strédlbehandlings-regim kombinerad med immunoterapi motverkar
effektivt MDSCs himmande funktion, vilket framjar infiltrationen av dodliga
CD8'T-celler (CTL) i tumoren. Att rikta in sig pa att reducera MDSC och
starka antitumdr immuniteten dr avgorande for den terapeutiska effekten hos
immunoterapi kombinerad med hypofraktionerad stralbehandling HFRT.

I kombination med anti-PD-LI1-immunoterapi d4r HFRT potent f{or
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 stralbehandling effektivt minskar ackumuleringen av
MDSC 1 tumérens mikromiljo vilket hdmmar tumoérens tillvixt. Emellertid
kan for hoga straldosfraktioner 1 HFRT 6ka nivén av regulatoriska T-celler
T:ee som undertrycker strélnings-inducerande immunsvar, vilket begransar det
fullstdndiga uttrycket av antitumor-immunitet och underlattar aterfall. Darfor
ar effekten av MDSC celler 1 tumorens mikromiljé beroende av strilterapins
dosniva och fraktionering.

Kombinationsterapi med PD-L1-blockad och ritt avvigd HFRT leder till
eliminering av MDSC genom 6kad produktion av T-cellshdrledd 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
oversikt ger grunderna fOr antitumér immunitet och fokuserar pa de
mekanismer som ligger till grund for det molekyldra samspelet i immuno-
HFRT som ocksa kan betraktas som radiovaccination.

Dessutom dr stralningens interaktioner med tumormikromiljons
fibroblaster, tumorinfiltrerande lymfocyter, monocyter och dendritiska celler
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ocksa en viktig komponent 1 radiovaccinations processen. Sdledes kan ratt
avvigd HFRT utnyttjas som hjidlpmedel 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 I-3
Preklinska forsok

I-3.1 Preklinska forsok med CTLA-4

Demaria, och medarbetare rapporterade ar 2005 om immunférmedlad
himning av metastaser efter lokal stralbehandling kombinerad med CTLA-4
blockad 1 en musmodell av brostcancer (Demaria et al., 2005).

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

Moss injicerades s.c. med 4T1-brostcancer celler, och 13 dagar senare nir
de primédra tumorerna mitte 5 mm i1 medeldiameter pabodrjades behandlingen.
Mossen indelades slumpmassigt 1 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 priméira tumdren 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 strdlbehandlingen (RT).

I grupp 2 med enbart stralbehandling fordréjdes tillvixten av den primart
bestralade tumoren, men Overlevnaden motsvarade den for kontrollmoss 1
grupp 1 (Demaria et al., 2005).

[ Overensstimmelse med det faktum att 4T1-brostcancer &r déligt
immunogen, hade enbart monoklonal antikropp mot CTLA-4 (9H10) som i
grupp 3 ingen effekt pa primér tumortillvaxt eller 6verlevnad.

Déremot hade moss 1 grupp 4 som behandlades med Stralbehandling 1
kombination med Monoklonal antikropp mot CTLA-4(9H10), en statistiskt
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signifikant 6kad overlevnad jaimfort med kontrollerna 1 grupp 1. Den 6kade
overlevnaden korrelerade ocksa 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 déligt immunogena metastaserande
cancerformer (Demaria et al., 2005).

Dewan och medarbetare visade ar 2009 att ratt fraktionerad
strdlbehandling inducerar en immunmedierad abskopal effekt 1 kombination
med anti-CTLA-4-antikropp (Dewan et al., 2009).

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

TSA-brostkarcinom celler fran mus injicerades subkutant s.c. i syngena
moss pa tva separata platser. En definierades som "primér" plats vilken
bestralades, och den andra som "sekundér" plats utanfor strilterapiomradet
simulerade metastas. Nar tumorerna borjat vixa indelades mdssen
slumpmaissigt 1 foljande étta grupper:

1 Utan nigon strédlbehandling

2 Strélbehandling 20 Gy x 1 fraktion

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

5 Stralbehandling 20 Gy x 1 fraktion + antikropp mot CTLA-4

6 Strilbehandling 8 Gy x 3 fraktioner + antikropp mot CTLA-4
7 Strilbehandling 6 Gy x 5 fraktioner + antikropp mot CTLA-4

I var och en av stralbehandlings regimerna 2, 3, och 4 observerades
jamforbara fordrojningar av tillvixten av de primira tumdrerna, men ingen
effekt noterades pa de sekundira 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, och 7 med kombinationen av stralbehandling och
(9H10)antikroppen mot CTLA-4 observerades signifikant (p<0,0001)
regression av de priméra tumorena.

I gruppermma 6 och 7 orsakade dessutom kombinations behandlingen
abskopaleffekt med signifikant (p<0,01) reduktion av tillvixten hos de
sekunddra tumodrerna utanfor féltet. Frekvensen av CD8'CTL-celler som
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uppvisade tumorspecifik IFN-y-produktion var proportionell mot himningen
av den sekundéra tumdren.

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

Den bidsta terapi effekten uppndddes 1 grupp 6 med regimen
hypofraktionerad stralbehandling: 8 Gy x 3 fraktioner med en fraktion per dag
+ antikropp mot CTLA-4 (Dewan et al., 2009).

Rudgqvist 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 haimma CTLA-4 (CTLA41) hos moss och hos vissa
patienter, men kompletta remissioner ir séllsynta.

For att identifiera rationella kombinationer av immunoterapi for att
forbéttra svaren anvindes modeller av trippelnegativ brdstcancer som é&r
mycket resistent mot immunoterapi hos honmdss.

Kombinationsterapi (CTLA4i+RT) minskar regulatoriska CD4T-celler
och Okar effektorminnet samt aktiverar ~CD8'T-celler. En kombinerad
gensignatur som omfattar tre CDS8'T-cellkluster &r associerad med
overlevnad.

De visar att inriktning p4& PD1 immunkontrollpunkter uttryckta av
intratumorala T-celler inte dr effektivt, medan CD40-agonistterapi bidrar till
att resistenta tumdrer svarar pa kombinationen av RT och CTLAA4i, vilket
indikerar behovet av att rikta in sig pd olika immunkompartment (Bullock,
2022)..

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

Medan tillsatsen av anti-CD40 dramatiskt forbéttrade avstotningen av den
bestralade tumoren forbattrade den inte ytterligare hédmningen av
lungmetastaser som 1 4T1-barande moss uppndddes av RT+CTLA4i. Deras
resultat tyder pa att terapeutisk CD40-agonism oka effektiviteten av
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RT+CTLAA4i hos etablerade tumdrer som domineras av ett immunsuppressivt
myeloidinfiltrat.

Effekten av strdlning med CTLA4i pa den funktionella differentieringen
av intratumorala T-celler 1 ett aggressivt och immunoterapi-refraktart
muskarcinom visar att endast nir de anvinds tillsammans leder till
uppkomsten av CD8-funktionella undergrupper som ér associerade med dkad

overlevnad hos patienter, 4tfoljd av en minskning av CD4-regulatoriska T-
celler (Rudqvist et al., 2023).

I-2.2 Preklinska forsok med anti PD1

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

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

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

Vidare avslojade RNA-sekvensering signifikant 6kad nivd av tumor-
nekrosfaktor (TNF)-receptorer och cytokiner associerade med lymfocyt-
infiltrering 1 tumdrerna hos den kombinerade gruppen.

Resultaten visar att hypofraktionerad strlbehandling med 8 Gy 1 3
fraktioner var den optimala fraktionerade dosen for att maximera
immuneffekten, och kombinationen med anti-PD-1 visade lovande resultat for
att 6ka abskopal-effekten.

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

Teng, och medarbetare bekréftade ar 2023 den optimala effekten av 8 Gy
fraktionering av strdlbehandling 1 kombination med PD1-blockad (Teng et al.,
2023).
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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 mdoss, som hade tvé
syngena kontralaterala MC38 murina koloncancertumérer, med foljande fyra
olika stralbehandlingsregimer:

En engéngsdos 4 20 Gy (20 Gy x 1 fraktion),

1. 3 fraktioner & 8 Gy (8 Gy % 3 fraktioner med en fraktion per dag),
2. 15 fraktioner & 2 Gy (2 Gy x 15 fraktioner), 30 Gy totalt
3. 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 & 8 Gy visade sig vara den optimala
fraktioneringen vid kombination med anti-PD-1 for att maximera
immuniteten. Anti-PD-1-administration forstirkte bade lokal och systemisk
antitumorimmunitet pa ett cytotoxiskt T-cells beroende sétt. Dessutom
uppvisade mjélten minskad nivd av myeloid-hdrledda suppressorceller
(MDSC) under kombinationsbehandling. Vidare avslojade RNA-
sekvensering signifikant 6kade tumornekrosfaktor (TNF)-receptorer och
cytokiner associerade med lymfocytinfiltration 1 den kombinerade gruppen.

Undersokningen bekréftar att hypofraktionering med 8 Gy 13 fraktioner
var mest optimalt for att maximera immuniteten vid kombination med anti-
PD-I.

Resultaten visade okning av den abskopala effekten. Underliggande
mekanismer kan inkludera aktivering av T-celler och reduktion av MDSC,
vilket uppnés 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 6vervinna
nuvarande begransningar med tumodr-immunsuppression vid enbart
immunoterapi.

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

Den moderata totala strdldosen vid ultrahyperfraktionering mojliggor dven
kombinerad immunoterapi behandling av tumorer 1 strélningskénsliga organ
typ koloncancer. Det 6ppnar dven for mojlig reduktion av immunoterapidosen
av kontrollpunktsinhibitorer for att reducera graden av allvarliga biverkningar.
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I-3.3 Dendritiska celler och immunoterapi

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

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

Nagai och medarbetare presenterade ar 2024 resultaten av en kombination
av stradlbehandling, med dendritisk cellvaccinterapi for tunntarmscancer 1
slutstadiet (Nagai et al., 2024).

De utforde intensitetsmodulerad strédlbehandling med 8 Gy for
smartlindring hos en 40-drig manlig patient med tunntarmscancer 1 slutstadiet
som hade diagnostiserats med en forvintad livslingd pa tvd manader efter att
kemoterapi hade varit ineffektiv. Efterféljande administrering med sju doser
av dendritiskt cellvaccin som kénner igen Wilmstumor-1 (WT1) och a-
galaktosyl-ceramid-antigener, resulterade 1 signifikant reduktion av tumoren
och markant forbéttring av patientens allméntillstdnd.

Kombinationsterapi av strdlbehandling med 8 Gy och dendritiska
cellvaccinterapi  kan undertrycka cancerprogression och f{orlinga
overlevnaden, dven hos patienter med kemoterapirefraktir terminal cancer.
Speciellt kan terapi med dubbeldendritisk cellvaccin med WT1 och a-
galaktosylceramid pulsade dendritiska celler ge en antitumorimmuneffekt
som dr dverldgsen den for respektive monoterapi (Nagai et al., 2024).

I-3.4 CAR T-cellsbaserad immunoterapi

Hovhannisyan, och medarbetare diskuterade 2023 potentiella mojligheter
med CAR T-cellsbaserad immunoterapi och stralbehandling av solida
tumorer (Hovhannisyan et al., 2023).
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CAR T-cellsbaserade terapier har revolutionerat behandlingen av
hematologiska maligniteter som leukemi och lymfom under de senaste aren. |
motsats till framgingen inom hematologiska cancerformer dr behandlingen av
solida tumoérer med CAR T-celler fortfarande inte sérskilt framgéngsrik.
Kombinationer av strilning med immunkontrollpunktshimmare har som
redovisats ovan visat sig framgangsrik. Déarfor borde en kombination av
stralbehandling 4ven ha potentialen att Overvinna begransningarna av CAR T-
cellterapi 1 solida tumorenheter. Dock har hittills forskning inom omradet med
CAR T-celler och strilning varit sparsam (Hovhannisyan et al., 2023).

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 som klassificerades med hog risk for
aterfall efter CART omfattas normalt av en standardbehandling. Dessa
patienter kvalificerade for overbryggande stralterapi med 1,80 Gy 1 23
fraktioner vid en total dos av 41.4 Gy. Overbryggande strilterapi gav inga
signifant skillnad jamfort med standardbehandling men kan ha spelat en roll
for att forbattra responsen eller tillhandahélla lokoregional kontroll av
sjukdom 1 denna miljo (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 1-4
Kliniska forsok med kombinerad Immuno-Stral-
Terapi

I-4.1 Immunoterapi och Konventionell stralbehandling

Lee, och medarbetare undersokte ar 2021 om en kombination av
lakemedlet 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 fran 196
sjukhus och cancerbehandlingscenter 1 22 lander.

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

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

Som jamforelsegrupp anviandes placebo immunoldkemedel 1 kombination
med samma kemoradioterapi behandling.

Behandlingen foregicks av en 7 dagars inledande likemedelsdos pa 10
mg/kg Avelumab eller placebo. Efter avslutad strilbehandling gavs 10 mg/kg
Avelumab eller placebo varannan vecka som underhallsbehandling i upp till
12 ménader.
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Det primira malet med behandlingen var progressionsfri overlevnad
genom utredares beddmning:

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

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

Behandlingsrelaterade dodsfall intrdffade med
o tvd (1 %) patienter i Avelumab-gruppen (pad grund av allménna
storningar och vaskuldr ruptur) och
e en (<1%) 1 placebogruppen (pa grund av akut andningssvikt).

Sammanfattningsvis uppfylldes inte det primdra malet att forlinga
progressionsfri  dverlevnad hos patienter med lokalt avancerad
skivepitelcancer 1 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 (himmar bindningen av epidermal tillvixtfaktor EGF) 1 en
randomiserad faslI-studie av patienter med lokalt avancerad skivepitelcancer
1 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) ir stralterapi 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.
Nagon placebo Immuno-ldkemedels grupp ingick inte 1 studien.

Det priméra effektméttet var uppkomst av locoregional tumor 15 manader
efter avslutad strélterapi. Studien visade ingen signifikant skillnad for
progressionsfti eller total verlevnad mellan Cetuximab och Pembrolizumab
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grupperna. Toxiciteten hos patienter med minst en grad 3 biverkning typ
mukosit, radiodermatit eller hudutslag var i Pembrolizumab+RT-gruppen 74
% , jamfort med 92 % i Cetuximab+RT-gruppen (Tao et al., 2023).

Danish, och medarbetare rapporterde ar 2024 resultaten frdn 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 Overbryggande stralterapi med 1,80 Gy 123 fraktioner till en
total dos av 41,4 Gy. Overbryggande strilterapi gav inga signifikant skillnad
jamfort med standardbehandling men kan ha spelat en roll for att forbattra

responsen eller tillhandahélla lokoregional kontroll av sjukdom i denna milj6
(Danish et al., 2024).

Ovanndmnda studier som utférdes med konventionellt fraktionerad
stralbehandling & 2Gy, indikerar att d4 denna kombineras immunoterapi
uppnds inte ndgot signifikant forbéttrat behandlings resultat.

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

En annan anledning till att konventionell fraktionerad strdlbehandling
misslyckas med att visa en Overlevnadsfordel 1 kombinattion med
immunoterapi kan bero pa bestralningen av de tumordrénerande lymtkortlarna
(TDLN), vilket ofta ar standard vid radikal stralbehandling av huvud hals
tumorer (HNSCC). De tumoérdranerande lymfkortlarna TDLN ar den centrala
stationen for aktivering av cytotoxiska T-celler av tumor-antigen primade
dendritiska celler som kommer frdn den initialt bestrilade tumoren genom
lymfan. Dessa dodas emellertid av den dagligen upprepade bestralningen av
TDLN varvid radiovaccinationseffekten av  T-cellerna  blockeras
(Koukourakis and Giatromanolaki, 2022).
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Koukourakis, och Giatromanolaki visade ar 2022 pa betydelsen av
tumordranerande  lymfkortlarnas immunsvar  vid  strdlbehandling
(Koukourakis and Giatromanolaki, 2022).

De tumordranerande lymtkortlarna (TDLN) dr de priméra platserna for
utvecklingen av anti-tumOrimmunitet. Primdr tumorbestrdlning dkar
frisdttningen av tumorantigener och aktiverar interferon typ I-végen.
Intratumorala dendritiska celler (DC) som aktiverats med tumorantigen,
vandrar mot TDLN dir de adaptiva antitumdrimmunsvaren utvecklas.
Dendritcellerna DC kommer dér att presentera tumorrelaterade anti-gen for att
aktivera produktionen av CD4+ och CD8+T-celler CTL (Se Figur 1-2-3
Stralnings effekter pd tumoérens mikromiljo).

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

Under konventionell stralbehandling exponeras TDLN varvid den kritiska
populationen av immunceller som finns 1 TDLN reduceras successivt vilket
blockerar immunsvaret och dventyrar effektiviteten av immunstimulerande
kombinationer.

Eftersom TDLN &r vésentliga for att inkommande dendritiska celler som
tidigare aktiverats 1 tumormiljon skall producera aktiva CTLceller bor
foljande beaktas:

e TDLN-bestralning eller avligsnandet 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 stralbehandlingen och
manifestationen av abskopala effekter.

Den biologiska och kliniska rollen for TDLN utgor saledes en kritisk
faktor att beakta vid utformningen av kliniska kombinations fors6k med
immunoterapi och strdlbehandling 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 dverlevnadsfordel 1 kombination med immunoterapi kan bero

pa bestralningen av de tumordrinerande lymfkortlarna (TDLN) (Lee et al.,
2021).
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I1-4.2 Hypo-fraktionerad strilbehandling

Prostatacancer

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

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

For méin 1 mellanriskgruppen som genomgar konventionell fraktionering
noteras 97,6 % Overlevnad efter 6 ar. Hypofraktionering resulterar inte i
ndgon signifikant skillnad 1

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

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

Hypofraktionering resulterar sannolikt 1 en liten, mdjligen med en
obetydlig minskning av biokemisk aterfallsfri 6verlevnad baserat pa Phoenix-
kriterier (HR~= 0,88%0,2).

Hypofraktionering leder sannolikt till liten eller ingen skillnad jamfort med
akut GU-stralterapitoxicitet (RR= 1,0310,1).

Sammanfattningsvis tyder deras fynd pd att mattlig hypofraktionering
(upp till en fraktionsstorlek pa 3,4 Gy) resulterar i liknande onkologiska
resultat nar det giller sjukdomsspecifika symptom, metastasering och total
overlevnad. Det verkar ocksd vara liten eller ingen 6kning av bade akut och
sen toxicitet (Hickey et al., 2019).
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Widmark och medarbetare rapporterade ar 2019 fem-ariga resultat av
Ultra-hypofraktionerad kontra konventionellt fraktionerad stralbehandling for
prostatacancer (Widmark et al., 2019).

Hypofraktionerad stralbehandling for prostatacancer har fatt okad
uppmairksamhet pd grund rapporter frén studier som jamfor maéttligt
hypofraktionerad och konventionell fraktionerad stralbehandling stoder
klinisk anvindning av méttlig hypofraktionering.

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

o ultrahypofraktionering (42,7 Gy 1 sju fraktioner a4 6 Gy, 3 dagar per
vecka i 2,5 veckor) eller

e konventionell fraktionerad strdlbehandling (78,0 Gy i1 39 fraktioner
a 2QGy, 5 dagar per vecka i 8 veckor).

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

Liakarregistrerad toxicitet mdttes enligt Morbiditetsskalan enligt
Radiotherapy  Oncology  Group (RTOG) och patientrapporterade
utfallsmatningar med enkéten Prostate Cancer Symptom Scale (PCSS). Denna
testversion ar 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 6verlevnaden efter 5 &r var 84 % (95 % CI=80-87) 1 bada
behandlings grupperna, med en justerad HR pa 1,002 (95 % CI 0,758-1,325;
log-rank p=0,99).

Det fanns svaga indikationer for en okad frekvens av akut ldkare-
rapporterad RTOG grad 2 eller virre urindrtoxicitet 1 gruppen med
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ultrahypofraktionering vid slutet av stralbehandlingen (158 [28 %] av 569
patienter mot 132 [23 %] av 578 patienter; p =0,057). Det fanns inga
signifikanta skillnader 1 grad 2 eller sémre urin- eller tarmtoxicitet mellan de
tva behandlingsgrupperna vid nagon tidpunkt efter strdlbehandling. Dock
noterades en Okning av urintoxicitet 1 ultrahypo-fraktioneringsgruppen
jamfort med den konventionella fraktioneringsgruppen vid 1-ars 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 ar av
RTOG grad 2 eller virre urindrtoxicitet (11 [5 %] av 243 patienter for
ultrahypo-fraktioneringsgruppen mot 12 [5 %] av 249 for den konventionella
fraktionerings gruppen och tarmtoxicitet (tre [1 %] av 244 patienter mot nio
[4 %; ] av 249 patienter. Patientrapporterade resultat avsldjade signifikant
hogre nivder av akuta wurin- och tarmsymtom 1 gruppen med
ultrahypofraktionering, men inga signifikanta Okningar av sena symtom
hittades, forutom for okade wurinviagssymtom vid 1-arsuppfoljning, 1
overensstimmelse med ldkarens utvirderade toxicitet.

Sammanfattningsvis dr Ultrahypofraktionerad stralbehandling varken
bittre eller sdmre &n konventionell fraktionerad stralbehandling for
prostatacancer med medelhog till hog risk vad giller felfri 6verlevnad.

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

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

Wieslander och medarberare presenterade ar 2024 en behandlings
planerings studie baserad pd 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 seminalbldsor (SV) rutinmissigt i malvolymen. Det
primdra syftet med deras arbete var darfor att utvirdera genomforbarheten av
att implementera behandling med ultrahypo-fraktionerad integrerad boost
(UHF-SIB) for prostatacancer RT, inklusive seminalbldsor SVs.
Behandlingen baserades pa resultaten frén den Scandinaviska HYPO-RT-PC-
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fas-3 prostatacancer studien med fraktionerings schemat: 7 fraktioner a4 6 Gy
over 2,5 veckor (Widmark et al., 2019).

Ett sekundirt mal var att analysera den oavsiktliga dostickningen av
seminalbldsor SVs vid volymetrisk modulerad bagterapi (VMAT)
behandlingar av prostatakorteln endast 1 kliniska target volymen.

Det visade sig att Ultrahypo-fraktionerad stralbehandling UHF-RT
baserat pd HYPO-RT-PC-fraktioneringsschemat med en simultan integrerad
boost SIB-teknik till prostata och seminalbldsor SVs kan planeras med
generellt lagre doser (EQD2) till OARs, jamfort med konventionellt
fraktionerad 4 2Gy stralterapi baserat pd en sekventiell boost teknik.

Den oavsiktliga dosen till de proximala delarna av seminalbldsor 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 ¢versikt och
meta-analys av postoperativa komplikationer med hypofraktionerad (HF)
alternativt konventionell fraktionerad strdlbehandling (CF) hos patienter med
implantatbaserad brostrekonstruktion (Park et al., 2024).

Stralbehandling efter mastektomi dr en viktig komponent i adjuvant
terapi for hogriskpatienter. Stralning till rekonstruerade brost kan dock orsaka
olika komplikationer. Nyligen har hypofraktionerade (HF) behandlings
protokoll borjat anvindas 1 flera ldnder.

Sju artiklar med 924 implantat rekonstruktioner, dir 506 (54,8 %)
genomgick HF inkluderades 1 studien. HF-patienter fick totalt 43,8 Gy i
genomsnitt, medan CF-patienter fick 51,2 Gy. Genomsnittlig uppfdljning
varierade frdn 10,6 till 35 manader. Sju studier ingick 1 meta-analysen.
HF-grupper hade jamfort 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 sarupplosning (OR = 0,24; 95 % K1 0,07- 0,707).

Riskerna for andra komplikationer var inte statistiskt signifikanta.
Deras studie indikerar att HF-protokoll 4r associerade med farre
komplikationer d&n CF-protokoll hos implantat rekonstruerade patienter vilket
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ger stod for anvindningen av hypofraktionering vid strdlbehandling av
implantatrekonstruerade patienter med brostcancer (Park et al., 2024).

Rektala Adenokarcinom

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

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

De analyserade prospektivt IFNB-plasmanivaer 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 pd lymfocytiska subpopulationer i en undergrupp av
20 patienter.

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

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

Patienter som genomgick hypofraktionerad HFRT:5x5Gy visade
signifikant (p = 0,02) ldgre procentandelar av regulatoriska CD4+/CD25+ T-
celler.

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

Aven om det inte finns nigra tydliga bevis angdende &verligsenheten hos
nagondera fraktionerings-schemat for strdl-behandling av lokalt avancerade

59



Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi: Nista generation av tumoérbehandling?

rektalkarcinom indikerar de presenterade resultaten att hypofraktionerad
strdlbehandling HFRT:5x5Gy ger mer potenta  anti-tumdr immunsvar
genom IFN-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 stralning per daglig
behandlingssession dver en kortare tidsram. D& behandlings resultaten med
konventionell strdlbehandling vid prostata- och brdstcancer dr jimforbara
skulle strdlbehandling med hypofraktionering kunna frigéra 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)

I-4.3 Immunoterapi och Hypofraktionerad stralterapi

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

Den konventionella 2 Gy-fraktionerade strélterapin for lokal tumoérkontroll
med hoga strdldoser (60-80 Gy) 1 primirtumoren skapar i allménhet ingen
immunstimulerande miljo som skulle kunna behandla systemisk sjukdom.

Déremot borde stralningsinducerad tumordestruktion med Hypo-
Fraktionerad strilterapi med 1-3 fraktioner 4 8 Gy med en fraktion varje vecka
vara en strategi dir tumdr-antigen frisatta frdn doende tumdrceller under en
tid kan presenteras i en mer immunstimulerande milj6. Hypofraktionerad
strdlbehandling reducerar ndmligen vanligtvis immunosuppressionen 1
tumorens mikromiljo. Med hypo-fraktionerad stralterapi induceras ocksé
immunogen modulering 1 olika tumdortyper som fordandrar biologin och miljon
for oOverlevande tumorceller vilket gor dem mer mottagliga for T-
cellsmedierad immunogen celldod.

Dessa egenskaper hos hypofraktionerad strdlbehandling borde fungera 1i
kombinatoriska immunoterapier som syftar till att forstdrka systemisk
antitumorimmunitet (Ahmed et al., 2013).
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Initiala prekliniska studier av kombination av hypofraktionerad stralterapi
med immunoterapi genomfordes 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 stralterapi
med immunoterapi genomfors numera mestadels med lidkemedel baserade pé
antikroppar som blockerar CTLA-4 och PD1/PD-L1 receptorer som tidigare
beskrivits.

For att framgingsrikt utnyttja fordelar med att kombinera med
immunoterapi  krdvs emellertid  modifieringar av  standard
stralbehandlinsregimer for att forbéttra antitumorimmunsvaret till stod for
meningsfulla kliniska fordelar (Galluzzi et al., 2023, Demaria et al., 2021,
Demaria et al., 2005).

Intermittent hypofraktionerad stralterapi med en fraktion per vecka i
kombination med immunoterapi testades nyligen framgangsrikt pd patienter
med dterkommande tumorer efter genomgangen konventionell terapi
(Koukourakis et al., 2023a, Filippatos et al., 2023).

Brostcancer

Koukourakis, rapporterade ar 2023 om nya koncept inom behandling av
brostcancer sdsom anti-tumorimmunitet och preoperativ radiovaccination
(Koukourakis et al., 2023b).

Neoadjuvant kemoterapi (NACT) for vissa subtyper av brostcancer (BC)
ger betydande tumdrregression och en 6verlevnadsfordel for patienter med ett
fullstdndigt patologiskt svar.

Kliniska och prekliniska studier har emellertid visat att immunrelaterade
faktorer skulle kunna ge dnnu bittre behandlingsresultat, och darfor har
neoadjuvant immunoterapi dykt upp som ett sétt att ytterligare forbittra
patientdverlevnaden.

Moderna stereotaktiska bestrdlningstekniker riktade mot den priméra
tumoren och involverade lymfkortlar skulle kunna kombineras med
kemoterapi och eller immunoterapi. I deras Oversikt diskuteras den
grundliaggande biologin, den kliniska erfarenheten och pagdende forskning
som ligger till grund for samspelet mellan neoadjuvant kemoterapi,
antitumorimmunsvar och den framvixande rollen av strilbehandling som ett
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preoperativt komplement med immunologiska terapeutiska implikationer for
brost cancer (Koukourakis et al., 2023b).

Enstaka fraktioner av strdlbehandling (RT) har visat sig ha ett betydande
samspel med immunsystemet och frimja antitumoérimmunitet (Demaria et al.,
2005, Formenti and Demaria, 2009). Denna "radiovaccinations"-effekt skulle
kunna utnyttjas 1 den neoadjuvanta miljon av brost cancer och avsevart
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 med anti-PD-1 immunoterapi och ultrahypofraktionerad
stralbehandling (Koukourakis et al., 2023a).

Studien omfattade 17 patienter som efter konventionell strilbehandling
och kemoterapi hade dterkommande inoperabel skivepitelcancer 1 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 tumoren med en per vecka.
4 patienter fick 3 fraktioner 4 8 Gy till tumdren med en per vecka.

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

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

I den aktuella studien testades ovanstaende hypotes 1 en grupp av huvud-
och halscancerpatienter med dterkommande inoperabel sjukdom efter tidigare
konventionell stradlbehandling och kemoterapi.

Aterbestrilning med konventionell strilbehandling anses vara en standard-
metod, men den strdldos som krévs for att forutse acceptabel effekt Gverstiger
60 Gy, vilket oundvikligen &r kopplat till hoga frekvenser av svér fibros och
nekros, ofta med dodlig utgang (Dionisi et al., 2019).
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Tre kohorter av patienter behandlades med 1, 2 eller 3 fraktioner & 8 Gy
med en fraktion per vecka tillsammans med Nivolumab anti-PDI1
immunoterapi. Tidiga och sena stralterapi-toxiciteter var minimala och dven
immunoterapi visade en utmarkt tolerans med endast 3 patienter som avbrot
immunoterapin.

Denna utmaérkta toleransprofil motiverar storskalig utvardering av ultra-
hypo-strélterapi dven som primérbehandling dir antalet 8 Gy fraktioner kan
utokas och immunoterapi dosen minskas.

Detta motiveras ytterligare av den hoga totala svarsfrekvensen OR pa i
genomsnitt 70,6 %, dar 41,2 % gillde 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 &ver 80
%, och OR=57 % noterades efter administrering av endast en 8 Gy-fraktion
stralning.

De flesta som svarade uppvisade en 6kning av antalet perifera lymfocyter.
Mediantiden till tumorprogression var 10 ménader. Den 3-riga
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 stralbehandling & 8Gy resulterar 1 hdga objektiva
svarsfrekvenser och 6kad Gverlevnad utan tecken pa sjukdom, vilket stodjer
ytterligare forsok med ultrahypo-IRT.

Icke-Smaicellig Lungcancer

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

I studien ingick en kohort pa 11 patienter med lokoregionalt
aterkommande icke-smacellig lungcancer (NSCLC) efter radikal
kemoradioterapi, Mellan 2019 och 2021 behandlades dessa patienter med en
eller tvd fraktioner av ultrahypofraktionerad strdlbehandling 4 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
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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-ars sjukdoms-specifika totala 6verlevnaden var 62 %.
Dessa uppmuntrande resultat utgér grunden for att fortsitta tester med immun-
radioterapi med ultrahypofraktionerade strilterapischeman i1 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 utvirdering 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
strdlbehandling med en eller tvd 8 Gy-fraktioner dr genomforbar och kan
sdkert kombineras med anti-PD-1-immunoterapi.

Trots det 1aga antalet patienter, ger den signifikanta tumorregression som
uppnatts och den lédngvariga lokoregionala kontrollen och Overgripande
progressionsfria intervallen, en grund for att fortsdtta immuno-strélterapi-
forsok med intermittenta ultrahypo-fraktions scheman i denna grupp av
NSCLC-patienter med dalig prognos (Filippatos et al., 2023).

I-4.4 Sammanfattning:

Huvud-och hals cancerpatienter med dterkommande inoperabel sjukdom
efter tidigare konventionell stralbehandling och kemoterapi kan &terbehandlas
med 1, 2 eller 3 fraktioner hypofraktionerad strdlbehandling (HFRT) & 8 Gy
med en fraktion per vecka tillsammans med Nivolumab anti-PDI1
immunoterapi. Tidiga och sena stralterapi-toxiciteter var minimala och dven
immunoterapin visade en utmérkt 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 tumdr responset
over 80 %, och 57 % noterades med endast en 8 Gy-fraktion stralning.

Sammanfattningsvis visar studien att patienter som efter konventionell
radikal kemo-radioterapi fitt lokalt ater-kommande icke-smécellig lungcancer
kan behandlas med anti-PD-1-immuno-terapi 1 kombination med en eller tva
8Gy-fraktioner (Filippatos et al., 2023).
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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-ars sjukdoms-specitika totala 6verlevnaden var 62 %.
Dessa uppmuntrande resultat utgor grunden for att fortsdtta tester med immun-
radioterapi med intermittenta ultrahypofraktionerade strdlterapischeman 1
denna grupp NSCLC-patienter.
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Kapitel I-5
Epilog

I-5 Epilog

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

Detta ledde till att dven forsoka kombinera stralterapi med syngent
tumorvaccin som Leif G Salford 1 BRIGTT projektet framgéngsrikt utvecklat,
och som 1 en patient studie signifikant forlingde 6verlevnadstiden (Salford et
al., 2022).

Med anvédndning av samma rattgliom modell som anvédndes 1 BRIGTT
projektet for utvecklingen av syngent tumorvaccin, behandlades gliom
inokulerade 1 rattor med syngena stral-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 hjairntumorer vilket tidigare inte uppnétts med
nagon annan terapi regim mot gliom tumorer. Med det sparsamma antalet
individer 1 studien uppfattades dock resultatet som alltfor osékert for att kunna
publiceras.

Med hjilp av Silvia Formenti och Sandra Demaria, som i sina experiment
med kontrollpunkthdmmare CTLA 4 observerat samma fenomen, kunde
emellertid resultaten efter 5&r 1 byralddan 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 strilterapi 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
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med en fraktion per vecka, tillsammans med Nivolumab anti-PDI1
immunoterapi.

Resultaten visar att efter administrering av endast en 8 Gy-fraktion
stralning observerades objektiva respons-svar pa 57 %. Hos patienter som fick
2 eller 3 fraktioner 4 8 Gy veckovis noterades objektiva respons-svar (OR)
over 80 %. Med 3 fraktioner & 8 Gy erhélls 66% kompletta remissioner (CR)
av primartumor och CR 75% av metastaser (Koukourakis et al., 2023).

De behandlade ocksd patienter som efter konventionell radikal kemo-
radioterapi fatt lokalt &terkommande icke-smécellig lungcancer. De
behandlades med anti-PD-1-immunoterapi 1 kombination med en eller tva 8
Gy-fraktioner med en fraktion per vecka. Detta immunradioterapischema var
sakert 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 strdlbehandling med 5-8 Gy per fraktion som upprepas varje
vecka upp till 3 ginger dr en lovande terapeutisk regim for patienter med
recidiv efter konventionell behandling som inte kan atgérdas med operation
eller annan géngse behandling.

Det Grekiska greppet med en Stralfraktion per vecka ar helt 1 linje med
min vision om hur immuno-radioterapi skulle kunna genomféras. 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 berittelse
om immunoterapi kombinerad med intermittent ultrahypo-fraktionerad
stralterapi. Forhoppningsvis skall den motivera till ytterligare klinisk
utvirdering som ett terapeutiskt alternativ for behandling av patienter med
aterkommande cancer efter genomgéngen full konventionell stralbehandlings
regim.
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Med kliniska erfarenheter av olika strdldos-nivaer 5-8 Gy, olika antal
fraktioner och intermittenta tidsintervall beroende pd graden av recidiv och
typ av tumdr kan man sd smaningom hoppas pa en randomiserad studie av
primdra tumoérer med Immunoterapi och intermittent ultrahypo-fraktionerad
stralterapi kontra konventionell behandling.

Det dr inte heller helt otdnkbart att en kombination av intermittent
ultrahypo-fraktionerad stralterapi 4 5-8Gy och mikrovdgs inducerad
hypertermi skulle medfora ytterligare forbittringar 1 kombination med
immunoterapi (Logghe et al., 2024).
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Synergi mellan stral- och immun-terapi
En ny generation av tumor terapi

Mekanismer bakom synergin mellan stril- och Immun-Terapi

l.

Okad presentation av tuméren

Tumorceller kan efter bestrédlning med > 4 Gy producera Neo-antigen
som uttrycker nya signalmolekyler p4 MHC-I, vilket gor det littare for
T-celler att uppticka tumoren,

Frisittning av tumorantigen

Nar stralning skadar cancerceller frigérs tumorfragment och antigener
som immunsystemet kan kénna igen.

. Immunstimulering

Stralning skapar DAMP ”dt mig signaler” som lockar till sig
immunceller, sirskilt Dendritiska celler och T-celler.
Immunsuppression

Bestralning av tumoren med fraktioner <10 Gy minskar populationen
av de starkt immunsuppressiva MDSC cellerna som gor det svérare for
T-celler att infiltrera tumdren.

. Tidsspann och Immunterapi

Genom att infora ett tidsspann mellan strélfraktionerna (Intermittent
stralterapi) hinner de stralningsinducerade molekyldra processerna
utvecklas och ger dessutom utrymme for Adjuvant Immunterapi
mellan stralfraktionerna.

Abskopal effekt

Intermittent stralbehandling (6-9 Gy/fr,) leder till krympning dven av
metastaser utanfor det bestrilade omrédet.

Ett forenklat biologiskt schema

Intermittent Strdlning i enstaka fraktioner (6-9 Gy/ftr.) orsakar:

Bildning av Neo-antigen—Tumorcellsddd — antigenfrisdttning — T-

cellsaktivering.
Immunterapi: Anti-CTLA4 som tar bort “bromsarna” pa T-cellerna

Tillsammans med antiPD1/PDL1 som ger
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tumorigenkanning + starkare T-cellsrespons

Farmaka for kontrollpunkts immunterapi (ICI)

o Pembrolizumab: Anti-PD1

o Nivolumab: Anti-PD1
o Ipilimumab: Anti-CTLA4
e Durvalumab: Anti-PDL1

Diagnoser med Sirskilt stark evidens for syngen stral-ImmunoTerapi:

« icke-smacellig lungcancer
o melanom
¢ njurcancer
« huvud-halscancer (ev. med kirurgi)
o+ vissa CNS-tumorer och metastaser
Stor potential for tumorer som traditionellt svarar daligt pa immunterapi
e prostatacancer
« pankreascancer
» glioblastom
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Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi:
Ndsta generation av tumorbehandling?

Del I1

Pre-Kkirurgisk intermittent
stralbehandling med immunterapi

Bertil RR Persson
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Kapitel 11-1

Prolog till Pre-Kirurgisk Intermittent
Stralbehandling

i kombination med Immunterapi

I1-1.1 Mikrovags Hypertermi och stralbehandling 1980 — 1990

Som professor 1 Medicinsk Radiofysik och chef for Sjukhusfysiken vid
Lunds universitetssjukhus var det ndra samverkan med onkologi och
stralterapi.

En av mina radiofysik doktorander Per Nilsson visade tillsammans med
onkolog ldkaren Lisa Kjellén intresse att prova om en kombination av
mikrovégs inducerad hypertermi och lagdos stralbehandling (30 Gy) skulle
kunna anvindas for behandling av bréstcancer recidiv (Persson, 2025).

Med en speciell mikrovags-applikator behandlades i en pre-klinisk studie
tumorer implanterade pé flanken av moss. Efter att det visat sig att tumdrerna
forsvann hos moss som behandlats med en kombination av hypertermi och
strdlbehandling utvecklades metoden till behandling av patienter. Med en
vagledare applikator ansluten till egen-utvecklad mikrovigs utrustning
behandlades tumdrer lokalt pd patienter med brostcancer recidiv (Nilsson and
Persson, 1985, Nilsson et al., 1982).

I samarbete med docenten Torsten Landberg 1 Lund och onkologldkaren 1
Malmé Claes-Ebbe Lindholm startades en klinisk studie med hypertermi
behandling av patienter med aterkommande tumor pa brostkorgen s.k. recidiv,
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vilka var svéra att behandla eftersom patienten redan fétt full konventionell

stralbehandling med total absorberad dos pa ca. 60 Gy (Lindholm et al., 1982).
Till forskningens dag 1983 fick jag uppdraget att forevisa hypertermi-

utrustningen for H.M. kung Carl XVI Gustav och H.M. drottning Silvia.

Figur II- 1-1

P& Forskningens dag
1983, star jag vid min
presentation infor H.M.
kung Carl XVI Gustav.

Till hoger 1 bild
skymtar  kontrollpanelen
till var egen-utvecklade
hypertermi utrustning med
IMSALI datorn.

I véanster hand haller jag
applikatorn for behandling
av patienter.

Vid presentationen pa forskningens dag 1983 deltog ocksa neurokirurgen
Leif G Salford som for bAde HM kungen och drottningen presenterade sin idé
att behandla hjarntumorer (Gliom) med magnetiska partiklar laddade med

cytostatika
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g o Figur II-1-2

Bredvid mig vid presentationen pa
forskningens dag 1983 stod neuro-kirurgen
Leif G Salford som for H.M. kungen och
drottningen presenterade sin idé om att
behandla  hjarntumérer (Gliom) med
magnetiska partiklar.

Det visade sig att Leif och jag hade minga gemensamma intressen och
detta kungliga sammantrdffande blev borjan till ett ldngt och fruktsamt
forsknings samarbete.

II-1.2 “Brain Immune Gene Tumour Therapy" (BRIGTT).

Professorn 1 Neurokirurgi Leif G, Salford vid Lunds Universitet initierade
vid millennium-skiftet en klinisk studie som pé engelska benimndes: "Brain
Immune Gene Tumour Therapy" (BRIGTT) (Salford et al., 2001a, Salford et
al., 2002, Salford et al., 2001b, Salford et al., 2022).

En vaccinationsregim som forstirker effektor funktionerna hos aktiverade
cytotoxiska T-celler (CTL) och samtidigt 6kar antalet lymfoida celler antogs
kunna ge en effektiv terapi mot hjarntumoren malignt gliom (GBM).

Ett specifikt tumoérvaccin framstidlldes baserat pd tumorceller som
extraherades ur tumorvivnad fran de gliom-patienter Salford opererat. Efter
separation av tumorcellerna, transfekterades de med ett Adenovirus som hade
genetisk information for produktion av humant interferon-gamma (IFNy).
Med min medverkan bestrdlades de transfekterade cellerna med
gammastralning sa att tumorcellerna inte skulle kunna foroka sig efter att de
administrerats till patienten (Baureus-Koch et al., 2004). Efter bestralningen

79



Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi: Nista generation av tumoérbehandling?

undersoktes cellerna med avseende pa graden av IFNy-produktion, med hjélp
av ELISA-mitningar.

Till patienter som fétt tumor recidiv administrerades de med sitt personliga
tumorvaccin under huden pd armen for aktivering av immun-systemet och
produktion av specifikt aktiverade tumor dodande T-lymfocyter (CTL), Dessa
passerar genom blod-hjdrnbarridren in 1 hjirnparenkymet dédr de skulle
eliminera bade tumor-recidiv och migrerande "gerilla"-celler 1 den omgivande
hjarnan (Salford et al., 2001a, Salford et al., 2002, Salford et al., 2001b,
Salford et al., 2022).

Den kliniska studien omfattade nio patienter, mellan 50 och 69 &r, som
tidigare programenligt behandlats med kirurgi och konventionell
stralbehandling utan biverkningar eller toxicitet. De immuniserades mellan 8
och 14 géinger med sitt personliga tumodrvaccin. Neurologisk status och
livskvalitet var ofordndrad under immunterapin. I studien ingick dven en
kontrollgrupp pa elva gliom-patienter som endast primart hade behandlats
programenligt med kirurgi och standard strdlbehandling.

For gruppen av de patienter som immuniserades med sitt personliga vaccin
blev den totala median-6verlevnads tiden 488 dagar (16,1 manader) vilket var
signifikant lingre (p < 0,05) jamfort med 271 dagar (9,0 ménader) hos
patienterna 1 den matchade kontrollgruppen. De immuniserade patienternas
overlevnadstid var ocksé signifikant lingre jamfort med alla GBM-patienter
som tidigare behandlats pd samma klinik 1 Lund under samma period och med
andra kontrollgrupper inom samma éalderskohort (Salford et al., 2022).
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Figur II-1-3.
Overlevnad efter diagnos hos nio gliompatienter behandlade med
vaccination efter tidigare behandlats med kirurgi och efterféljande standard
stralbehandling samt med och 11 patienter som endast behandlades med kirurgi

och efterfoljande stralbehandling enbart (Salford et al., 2022)..
Regressionsformler:
Overlevnad (manader) vaccinerade = 62 - 0,75 xAlder(ér)
Overlevnad (endast normalt behandlade) = 46 - 0,64xAlder(a (streckad
linje)
(Salford et al., 2022).

Roszman och medarbetare visade emellertid att eliminering av alla
gliomtumor celler inte sker ens dd& CNS-tumorer exponeras med stora
populationer av T-lymfocyter (Roszman et al., 1991). Detta vickte frigan om
immunisering med tumdrvaccin kunde kombineras med ndgon annan terapi.
Nérmast till hands 1ag stralterapi som vi tidigare framgéngsrikt anvént for

behandling av brostcancer-recidiv 1 kombination med hypertermi (Lindholm
et al., 1982).

I1-1.3 Strilning i kombination med tumoérvaccin

I Lund startade sélunda en studie av strilterapi kombinerad med vaccin av
interferon-gamma utsondrande syngena tumorceller. Forsoken borjade ar
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2001 med den tumdrmodell som anvints vid den prekliniska forskning som
lag till grund for Salfords kliniska BRIGTT-studie som refererats ovan
(Persson et al., 2003).

Forsok genomfordes med intracerebrala tumorer pa 44st Fischer-344 rattor
som inokulerats 1 hjarnan med 5000 N29 tumdrceller. Réttorna arrangerades 1
6 grupper som visas i Tabell II-1-1.

Tabell 11-1-1
Djuren med intracerebrala tumorer arrangerades i foljande grupper:

Gruppnummer Behandling Antal djur
Bl Kontroller utan behandling 6
B2 Stralning en fraktion 5 Gy 8
B3 Stralning en fraktion 15 Gy 8
B4 Immunisering med vaccin 3 ganger 6
B5 Stralning 5 Gy + Immunisering 8
B6 Stralning 15 Gy + Immunisering 8

En vecka efter inokuleringen da djuren utvecklat intracerebrala tumorer
bestrdlades de med en enda fraktion, sdsom visas 1 figur II-1-4,. Den
absorberad strdldosen var antingen 5 eller 15 Gy métt med ett TLD-chip
placerat bredvid tumoéren under en filtbolus.

Inom en timme efter strilbehandlingen skedde immunisering av djuren 1
grupperna B5S & B6 med i.p. injektion av tre miljoner stralsteriliserade (70 Gy)
syngena [FNy-utsondrande N29-celler. Vaccineringen av djuren upprepades
dven 14 och 28 dagar efter bestrdlningen.

Djuren observerades dagligen med avseende pa symtom av vixande tumor
och avlivades dd de var starkt pdverkade av vidxande tumor. Tumoren
resekterades och undersoktes histopatologiskt med avseende pa infiltrerande
lymfocyter.
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Figur 11-1-4

Bestralning av
Intracerebral ratt-tumor med
en stralnings faltstorlek
kollimerad for att ticka hela
hjirnan (1x1 cm?).

Med
jonisationskammare och
TLD-dos sensor méttes den
adsorberade dosen till

Co-60 gamma
SSD 50 cm

Radiation dose meter
Diode and LiF chip

Brain tumor
Radiation field 1x1 cm?

antingen 5 eller 15 Gy.

Ett 5 mm tjockt ark av
vévnadsekvivalent bolus
placerades 6ver huvudet for
uppbyggnad av absorberad
dos.

I Figur II-1-5 visas diagram av antal dverlevnande efter inokuleringen
(vid tiden = 0) av rattor 1 de olika grupperna med olika behandling och
kontroller utan behandling.
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Figur 1I-1-5

Overlevnadsdiagram av antalet rittor med intracerebralt implanterade
N29-tumorkontroller (6vre till vénster), Immunisering med syngena N29-
tumorceller (6vre till hoger); stralbehandling enbart (nedre till vinster) och

en kombination av stralbehandling och immunisering (nedre héger (Persson
et al., 2010)).
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e Av kontrollerna utan behandling 6verlevde en av 8, vilket var extremt
ovanligt.

e Immunterapi utan stralning: 2 av 6 behandlade djur 6éverlevde (ca
33%).

e Enbart strilbehandling en gang med 5 Gy resulterade inte 1 nagra
overlevare,

e Stralbehandling med 15 Gy resulterade 1 att 2 av 8 djur dverlevde (ca
25%).

e Immuniseringsterapi 3 ganger kombinerat med 15 Gy strélterapi
resulterade 1 att fem av atta dverlevde (63%)

e Immuniseringsterapi kombinerat med 5 Gy resulterade 1 att sex av atta
behandlade djur 6verlevde (ca.75%).

Strialbehandling med endast en fraktion strilning med 5 Gy
kombinerat med immuniseringsterapi gav ett overraskande resultat som
ingen annan tidigare behandlingsform av maligna gliom hade uppnitt.

Resultaten fran upptékten av Synergin mellan Strdl- och Immun-Terapi
presenterades vid “Society of Neuro Oncology” arsméte 2003 1 Keystone
USA (Persson et al., 2003).

Persson, och medarbetarna, Catrin Bauréus-Koch, Gustav Grafstrom, Per
Engstrom, Arne Brun, Bengt Widegren, och Leif G. Salford, presenterade
2003 den terapeutiska effekten av stralbehandling i kombination med
immunisering med syngena IFN-gamma-utsondrande tumorceller pda N29-
och N32-hjarntumdérer implanterade subkutant pd flanken eller i hjdrnan hos
Fischer 344-rdttor (Persson et al., 2003).

Syftet var att studera den terapeutiska effekten av stralbehandling i
kombination med intraperitoneala injektioner av syngena interferon-gamma-
utsondrande tumorceller for att forstdarka immunreaktionerna mot N29- eller
N32-gliomtumorer implanterade antingen subkutant (endast N29) eller i
hjdrnan (Caudate Nucleus) hos Fischer 344-rattor (Persson et al., 2003).

Antalet djur 1 studien bedomdes emellertid vara alltfor liten for att
upptikten skulle kunna anvidndas i1 ndgon doktorsavhandling. Men nagra
anslag for att styrka effekten av intermittent hypo-fraktionerad stralbehandling
1 kombination immunterapi och fortsatta studier med upprepede fraktioner
beviljades inte heller (Luk 4:24; Joh 4:44). Sa resultaten hamnade i1 byraladan!
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Liknande observationer gjordes emellertid samtidigt av andra forskare.

Graf och medarbetare presenterade 2002 resultaten av immunisering
genom s.c. injektion av bestrdlade syngena tumorceller som inducerar
lokalisering av T-celler (CTL) till Fischer-344-rattor med intrakraniella
implanterade T9-glioblastom tumorer. Denna procedur medférde dock inte
nagon botande effekt utan verkade istillet forstarka tumorprogression (Graf et
al., 2002).

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

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

Lumniczky och medarbetare rapporterade ar 2002 att den terapeutiska
effekten 1 en hjarn-tumormodell for musgliom (GI261) okar genom att
kombinera cytokin-producerande cancercell-vacciner och lokal konventionell
stral-behandling (Lumniczky et al., 2002).

Hjarntumorbarande moss med olika cytokinproducerande vacciner,
framstéllda genom in-vitro-transfektion av GL261 musgliom-celler med olika
adenovirala vektorer (IL-4, IL-6, IL- 7, GM-CSF, TNFy, LIF, LT). De vaccin
som producerade IL-4 eller GM-CSF visade sig eliminera 20-40 % av
tumorerna hos mossen.

Genom att kombinera lokal tumoérbestralning och vaccination med
syngena tumdorceller transfekterade med GM-CSF, IL-4, eller IL-12 vektorer
eliminerades emellertid omkring 80-100 % av tumorerna hos de gliombérande
mossen. Hog effektivitet av kombinerad behandling bibehdlls dven under
suboptimala forhdllanden dér ingen av modaliteterna ensamt botade nagon av
mossen (Lumniczky et al., 2002).

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

Efter att jag 2005 blivit emeritus professor presenterades emellertid
resultaten frdn Lunda studien i tidskriften Radiation Research” med beniget
bistdnd frédn Silvia C. Formenti, och Sandra Demaria 1 USA som deltog i
ESTRO moétet 1 Goteborg 2008. Dir presenterade dom resultaten av
immunférmedlad hidmning av brdstcancer metastaser med lokal
strdlbehandling kombinerad med CTLA-4-blockad, alternativt vaccination
(Demaria et al., 2005, Newcomb et al., 2006, Persson et al., 2010).-

Lunda studien blev &dven uppmirksammad vid “The [International
Conference on Biomedical Engineering and Informatics” (BMEI 2008) 1
Sanya, Hainan, China (Persson et al., 2008).

II-1.4 Nasta generations tumorbehandling?

Nu efter 20 ar har Intermittent-Hypofraktionerad Stralterapi med en
fraktion per vecka i kombination bdde med hypertermi (iIRHT) eller ICI-
immunterapi (iRIT) framgangsrikt provats kliniskt pd patienter som efter
genomgédngen konventionell terapi fatt dterkommande tumorer (dock inte
gliom) (Notter et al., 2020, Koukourakis et al., 2023, Filippatos et al., 2023).

Denna prolog ar kapitel 1 till del Il av ” Synergin mellan Strdl- och
Immun-Terapi: Niista generation av tumor-behandling ?” som foljs av
foljande kapitel:

I kapitel 11-2 diskuteras Pre-Kirurgisk Intermittent Stralbehandling med
Immunterapi wRIT

I kapitel II-3 diskuteras Pre-Kirurgisk Strdlbehandling och Immunterapi
av tumorer 1 CNS.

I kapitel 1I-4 diskuteras Intermittent Stradlbehandling med Immunterapi
och Hypertermi.

I kapitel 1I-5 diskuteras dynamisk Elekto Puls Terapi med och utan
stralterapi 1 kombination med immunterapi och hypertermi
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Sammanfattning av Kapitel I1-1

Kapitel II-I & en historisk och vetenskaplig prolog till
konceptet: Intermittent Strilbehandling med Immunterapi (iRIT),
baserad 1980-talet’s forsok med kombinationer av stralbehandling med
hypertermi pé patienter och 2001ar’s upptikt av Synergin mellan Strdl- och
Immun-Terapi vid {6rsok med tumorvaccination vid gliom pa réttor.

Hypertermi och strdlbehandling (1980-1990) visade att effekten av
stralbehandling forstirks vid kombination med hypertermi.
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Vid millennieskiftet startades den kliniska studien:BRIGTT (Brain
Immune Gene Tumour Therapy) Tumorceller frén opererade gliom-
patienter isolerades och transfekterades med en gen for interferon-gamma
(IFN-y). Cellerna bestrélades for att forhindra vidare celldelning och anvindes
for att vaccinera patienterna upprepade ganger med sina egna modifierade
tumorceller. Studien visade att immunterapi med vaccin kan forlinga
overlevnaden vid glioblastom, men att den inte ensamt eliminerar tumoren
helt.

Eftersom immunterapi ensam inte var tillrdcklig undersoktes
kombinationer av tumorvaccin med strilbehandling i samma rattmodell som
anvéants vid utvecklingen av BRIGGT vaccinet.

Réttor med intracerebrala gliom behandlades med en kombination av
stralning + tumorvaccin

Vilket resulterade i:

~75 % overlevnad med 5 Gy strilning + immunisering:

~63 % overlevnad med 15 Gy strilning + immunisering:

Det mest overraskande fyndet var att en enda fraktion med

l1ag strildos (5 Gy) i kombinerad med vaccination gav bist effekt.

Detta tyder pé att stralning kan:

o Minska tumérens immunhdmmande mekanismer

o Gora tumoren mer immunologiskt synlig genom bildning av neoantigen

o Samverka med T-cellsaktivering typ vaccinering med kroppsegna
tumorceller

Liknande resultat rapporterades samtidigt av andra forskargrupper 1 ratt-
och musmodeller.

Trots lovande resultat fick forskningen inget fortsatt ekonomiskt stdd och
modellen utvecklades inte vidare 1 Lund.

Dock har nu under senaste aren (2020-2023) andras kliniska studier visat
framgang med: Intermittent hypofraktionerad strilbehandling i
kombination med immunterapi (t.ex. PD-1-hdmmare) och i kombination
med hypertermi. Detta stdrker hypotesen att kombinationen intermittent
stralbehandling 1 kombination med immunterapi representerar en ny
behandlingsgeneration. —
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Prologen visar hur flera decenniers forskning kring intermittent
strdlbehandling i kombination med hypertermi och immunterapi leder till
frdgan om detta - sérskilt 1 pre-kirurgiskt sammanhang (PSIRIT) , ér

Ndista generation av tumorbehandling?
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Kapitel 11-2
Pre-kirurgisk strilbehandling och immunterapi

I1-2.1 Olika Fraktionerad Strialbehandling

Konventionell fraktionering (2 Gy/fr.)--Standardmetoden

Konventionell fraktionerad stralbehandling ar standardmetoden med en
absorberad dos kring 1,8-2 gray(Gy) en gang om dagen, 5 dagar i veckan,
under flera veckor for att med upp emot 35-40 sessioner uppna totala
straldoser 1 tumoren kring 70-80 Gy och effektivt doda cancerceller. I mitten
av behandlingen ges uppehall sa att friska viavnader far tid att reparera sig,
vilket minimerar sena biverkningar.

Konventionell stralbehandling anvinder ett fast standardschema, 1 kontrast
till foljande mer flexibla metoder som hyperfraktionering eller
hypofraktionering som syftar till att forkorta behandlingstiden eller forbéttra
resultaten.

Hyperfraktionering (< 1,8 Gy/fr.)

Hyperfraktionering &r ett strdlbehandlingsschema som ger minskad dos
per fraktion till < 1,8 Gy som ofta ges med tva dagliga behandlingar. Det
innebér att normalvivnaden skonas forhallandevis mer dn tumorvivnaden,
men fler fraktioner méste ges for att komma upp 1 en adekvat totaldos 1
tumoren.

Mattlig hypofraktionering (2,6-3,4 Gy/fr.)

Mittlig hypofraktionering ar ett strdlbehandlingsschema som ger storre
doser (cirka 2,4-3,4 Gy) under férre sessioner (t.ex. 20-30) jamfort med
konventionella metoder, vilket minskar behandlingstiden samtidigt som man
stravar efter liknande eller battre cancerkontroll, sirskilt for prostatacancer,
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genom att utnyttja tumorens kénslighet for hogre doser. Det d4r numera en
standardmetod, med 20 behandlingar vanligtvis till 60 Gy toltalt 1 tumoren
vilket visar sig vara effektivt och sikert for lokaliserad prostatacancer och som
ofta forbéttrar patientens bekvamlighet och sjukvardsystemets effektivitet.

Ultra-hypo-fraktionering (>5 Gy/fr.) UHRT

Ultrahypofraktionering ar en avancerad strdlbehandlingsteknik som ger
hogre straldoser per behandlingstillfélle (6ver 5 Gy), vilket avsevirt forkortar
den totala behandlingstiden (t.ex. till 1-5 sessioner med 1-2 dagars intervall
mellan fraktionerna) for cancer i prostata eller brost. UHRT-metoden erbjuder
bekvamlighet, effektivitet och resulterar i1 langsiktiga behandlingsresultat
jamforbara med konventionella metoder, ibland med mer akuta biverkningar,
men med liknande sen toxicitet. Denna metod, som ofta anvinder SBRT
(Stereotactic Body Radiation Therapy, eller stereotaktisk stralbehandling)
vilket gynnar patienter genom snabbare aterhdmtning med hdga nivder av
cancerkontroll, farre sjukhusbesok och potentiellt ldgre kostnader for
sjukvérden.

Sammanfattningsvis visar en Svensk studie att Ultrahypofraktionerad
stralbehandling med 6 Gy fraktioner ger varken béttre eller sdmre 6verlevnad
an konventionell fraktionerad stralbehandling for prostatacancer (Widmark et
al., 2019).

Tidiga biverkningar dr dock mer uttalade med ultrahypofraktionering
jamfort med konventionell fraktionering medan sen toxicitet dr likartad 1 bada
behandlingsgrupperna.

Resultaten stodjer anviandningen av ultra-hypo-fraktionering for stral-
behandling av prostatacancer (Widmark et al., 2019).

Intermittent Ultrahypofraktionering (4-9 Gy/fr), iRT

Intermittent Ultrahypofraktionering &r en strdlbehandlingsteknik som
innebér en tidskillnad pd mer 4n 2 dagar mellan stralfraktionerna péd 4-9 Gy
vars antal kan variera frén en till fem fraktioner. Tidsspannet som avser att
gynna strdlningens immunbefridmjande egenskaper har i kliniska studier varit
upp till en vecka (Koukourakis et al., 2023a).

Inom tids spannet kan ytterligare terapi atgdrder appliceras tex
immunterapi med immun checkpunkts himmande lakemedel (ICT) eller andra
immunstimulerande likemedel. Aven hypertermibehandling i kombination
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med intermittent stralterapi (iIRHT) har visat sig vara framgangsrik (Notter et
al., 2020).

Intermittent Radiation and Immuno Therapy
(iRIT)

RT1: Radio therapy (4-9 Gy) per week
IMU: Immunotherapy, Anti-CTLA4, Anti-PD1, Anti-PDL1
eller hypertermi 43°C

IMU MU MU  IMU IMU 1MU IMU IMU

week 1 week 2 week 3

Figur 1I-2-1
Intermittent Ultrahypofraktioneradstrdlbehandling kombinerad
med immunterapi.

I det hédr aktuella kapitlet behandlas bakgrunden till att kombinera
intermittent stralterapi med kirurgi ca 1 vecka efter forsta stralfraktionen och
immunterapi 1 tidsintervallen mellan strélfraktioner med succesivt reducerad
dos per fraktion.

Preoperative RT + Surgery

+ Intermittent Radiation and Immuno Therapy

RT: Radio therapy (6-8 Gy) per weekly fraction
IMU: Immunotherapy, Anti-CTLA4, Anti-PD1, Anti-PDL1

RTL g R Firs

8G 6-8G
4 y 4-8 Gy
Mmu  IMU IMU MU IMU
AntiCTLA-A + AntiPD1 AntiCTLA-4 + AntiPD1 AntiCTLA-4 + AntiPD1
week 1 week 2 week 3

Figur 11-2-2

Preoperativ iRT 4-8 Gy + kirurgi {6ljt av intermittent strdlbehandling med en 6-8
Gy veckofraktion i kombination med anti-CTLA4+AntiPD1 immunterapi i
tidsintervallen mellan de veckovisa stralfraktionerna verkar vara en intressant studie for

behandling av immunresistenta tumorer, recidiv och metastaser
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I1-2.2 Priméra effekter av strialning pa tumormikromiljon

Joniserande stralnig producerar och frisitter ménga olika immun-aktiva

substanser fran tumorceller :

e CDAMP = Cell Death Associated Molecular Patterns, vilka interagerar med
Toll-liknande receptorer pa naiva T-celler (TLR)

e HMGBI1 = "High Mobility Groupl" ér ett kirnprotein

o Frisitter adenin-trifosfat ATP

e Stimulerar mognad av dendritiska celler

e DC- dendrit celler och

e T-celler med IFNy-produktion 6kar proliferation och tumdrinfiltration av CTL
= Cytotoxiska leukocyter (CD8+T-celler)

Radiation

Release of Stimulation of
Tumor Antigen Dendritic cells

* &>

Lymph Node
* 2 Ny 8 g

+ Immature Activate

@ CTLcells cD8+ O
P @ ®~ ?@ ge)

& -]
e T, Helper-celis O g

CD4a(+)
IL-10

an Immune suppressiom
i o T,.¢ regulatory T-cells
ammetios & CD4(+)CD25(+)
Figur I1-2-3 Primiéra effekter av strilning pa tumoérmikromiljon
Joniserande stralning producerar och frisitter antigen fran tumorceller
CDAMP = Cell Death Associated Molecular Patterns,
vilka interagerar med Toll-liknande receptorer pa naiva T-celler (TLR)
HMGBI1 = "High Mobility Group1" ett kdrnprotein
Frisétter adenin-trifosfat ATPS
Stimulerar mognad av
APC- Antigenpresenterade celler t.ex.
DC- dendritiska celler och
T-celler med IFNy-produktion 6kar proliferation och tumdérinfiltration av

CTL = Cytotoxiska leukocyter (CD8+T-celler)

Vanligtvis overvager emellertid tumdrens immunsuppressiva egenskaper,
vilket ofta eliminerar effekten av T-cell Boost immunterapi.
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Men intermittent strdlbehandling (IRT) reducerar tumodrens suppressiva
egenskaper genom att redan den fOrsta strdlfraktionen pd 8 Gy inaktiverar
immunsuppressiva omogna monnolytiskt hirledda suppressor celler, MDSC
(monolytic derived suppressor cells) .

MDSC Suppression of MDSC Stimulation of
Immuno-action cells Immuno-suppressive cells

immature
CTLecells . Monolytic Derived Suppressor Cell

. ",'_‘-':~_- Helper-cells
. cpaf+)

CRBFTICELL QR MDSC
= N e - i

Dendritic cells *E : e

Natural killer cells . . e

T regulatory T-ce
CDA(+)CD25(+)

~— . Macophage N

L
Stimulation of
Angiogenesis and
Tumour metastasis

' Macophage M

B-cells

Figur II-2-4

MDSC-celler kan utéva en dubbel immunsuppessiv effekt med olika
mekanismer pa varierande immunceller. De producerar reaktiva syre/kvive-
radikaler, uttrycker Arginas och undertrycker T-cellsaktivering genom olika végar.

Stralningsinducerade neo-antigener

Stralskador pa DNA t.ex. enkelstrangsbrott, (single strand break, ssb) som
inte lagas korrekt kan leda till mutationer, vilka 1 sin tur kan producera
fordandrade proteinsekvenser som fungerar som nya antigen (neoantigen).

De fordndrade proteinerna i1 cytoplasman mirks med Ubiquitin och bryts
ned av proteasomer till korta peptider. Peptiderna transporteras in 1
endoplasmatiskt retikulum (ER) via TAP-transportérer. I ER laddas
peptiderna p4& MHC klass I-molekyler med hjdlp av Tapasin. Det fardiga
peptid-MHC-I-komplexet transporteras via Golgiapparaten och presenteras pa
cellens yta som peptid-MHC I-komplex.

MHC (Major Histocompatibility Complex) dr en grupp proteiner
avgorande for immunsystemet, hos méanniskor kallas de HLA (Human
Leukocyte Antigen), som som aterges 1 Figur 11-2-5
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Figur I1-2-5

Vigen genom vilken stralningsproducerade intracelluldra antigener bearbetas
och hos minniskor presenteras av HLA (Human Leukocyte Antigen) klass I-
molekyler. Proteiner som genetats an ssbRNA bryts ned av proteosomer for att
bilda sma peptider som transporteras av TAP-protein (7ransporter associated with
antigen processing) in i lumen 1 Endoplasmatiskt retikulum (ER) dér Tapasin hjélper
till att ladda optimala peptider pd HLA klass I. Komplex av HLA klass I och peptider
lamnar ER och ror sig genom Golgiapparaten till plasmamembranet dédr de kidnns
igen av CD8+ T-celler (Cruz-Tapias et al., 2013).

HLA-klass I molekyler pd tumdrcellens yta presenterar peptider for
cytotoxiska T-celler (CD8+) som dddar tumorcellerna s.k- imunogen celldod.

Direkt straldodade tumdrcellet frigor extracelluléra antigener som tas om
hand av professionella antigenpresenterande celler (APC, t.ex. makrofager,
dendritceller) genom endocytos/fagocytos. Dessa antigen bryts ned 1
endolysosomer till peptider. I endoplasmatiskt retikulum (ER) syntetiseras
MHC klass II-molekyler som transporteras till endosomer. Dér ersitts en
inbindande "CLIP"-peptid med det exogena antigenet och transporteras till
ytan som MHC II-peptidkomplexet vilket aktiverar CD4+ T-celler.

Vissa APC, frimst Dendritceller, kan ta upp externa antigener och
presentera dem pa MHC klass I som aktiverar CD8+ T-celler,
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I1-2.3 Studier med Stralningsinducerade neo-antigener

Pilones och medarbetare beskrev 2015 effekten av att kombinera
stralbehandling och immunkontrollpunktshimmare (Pilones et al., 2015).

Joniserande strilnings formaga att orsaka cellddd och inflammatoriska
reaktioner har varit kind sedan dess terapeutiska anvdndning inom onkologi
borjade for 100 &r sedan. Det ar dock forst nyligen som denna egenskap hos
stralning har uppméarksammats av tumoérimmunologer som forsoker inducera
eller forbattra antitumor immunitet. Experimentella studier visar att en enstaka
fraktion strdlning frdmjar rekrytering och funktion av T-celler i
tumormikromiljon och kan omvandla en icke immunogen sk “’kall tumdr™ till
en immunogen sk ”varm tumdér” som svarar pa immunterapi.

Denna egenskap hos strilning ir nyckeln till dess synergi med antikroppar
mot immunkontrollpunktshammare, (Immune Checkpoint Inhibitor, ICI) som
riktar sig mot hdmmande receptorer pa T-celler sdsom cytotoxiskt T-
lymfocyt-antigen-4 (CTLA-4) och programmerad celldod-1, (PD-1).
Immunterapi med ICI gynnar patienter med befintlig antitumdr-immunitet
men &r ineffektiv hos patienter med tumdrer som saknar spontana immunsvar.

Strilning inducerar emellertid specifika antitumor-T-celler som aktiveras
av immunkontroll-punktshdmmare. Hérvid okar inducerad immunogen
cellddd samt befrdmjande av rekrytering och funktion av T-celler 1
tumormikromiljon. Detta skeende stoder hypotesen att strdlning kan omvandla
tumoren till ett in situ individualiserat vaccin (Pilones et al., 2015).

Sharabi +och medarbetare visade 2015 att stereotaktisk strdlbehandling
(XRT) forstirker antigenspecifika PD-1-medierade antitumdérimmunsvar via
korspresentation av tumdrantigen (Sharabi et al., 2015).

De demonstrerade att stereotaktisk XRTs formaga att inducera endogena
antigenspecifika immunsvar ndr det kombineras med immunterapi med
blockad mot kontrollpunkt PD-1. Med hjilp av SARRP (Small Radiation
Research Platform) studerades utvecklingen av antigenspecifika T-cells- och
B-cellsmedierade immunsvar 1 B16-OVA-melanom- eller 4TI-HA-
brostkarcinom tumdrer efter bildstyrd stereotaktisk strdlbehandling, XRT.

Immunstimulerande effekter av XRT o©kade signifikant ndr XRT
kombinerades med antingen anti-PD-1-behandling eller utarmning av
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regulatoriska T-celler (Treg), vilket resulterade 1 forbdttrad lokal
tumorkontroll.

Fenotypiska analyser av antigenspecifika CD8-T-celler visade att XRT
okade andelen antigen-effektor-T-celler (CTL) och effektorminnes-T-celler.

Mekanistiskt visades att XRT uppreglerar tumdrassocierade antigen-
MHC-komplex, forbittrar antigen-korspresentation 1 den dridnerande
lymfkorteln och 6kar T-cellsinfiltration 1 tumdorer.

Deras fynd visar XRT:s forméga att initiera ett endogent antigenspecifikt
immunsvar och ger ytterligare en mekanistisk motivering for att kombinera
stralning med PD-1-blockad 1 kliniken.

Sammantaget har deras resultat flera kliniska implikationer. For det forsta
stoder dessa fynd tydligt att samtidig administrering av XRT med checkpoint-
blockad immunterapi forbéttrar lokal tumorkontroll.

Trenden mot okad médngd T-reglerande celler 1 tumoren efter enbart
strdlbehandling tyder pa att strdlbehandling bor kombineras med CTLA-4
himmare som hadmmar Treg’s immunosupprression (Persson, 2025).

Dessutom tyder oOkningen av antigenspecifika T-celler och anti-
tumorantikroppar med samtidig XRT och anti-PD-1 immunterapi att
kombinationen ocksd potentiellt kan bidra till systemisk eller
fjarrtumorkontroll via den sa kallade Abscopal effekten.

Stereotaktisk UltraHypofraktionerad stralbehandling kan vara dverldgsen
konventionell fraktionerad strdlbehandling genom att spara bestrilning av
drinerande lumfkortel(LN)-regioner. Deras data ger en preklinisk motivation

for att utviardera dessa fragor i prospektiva kliniska provningar (Sharabi et al.,
2015).

Maity och medarbetare presenterade 2018 resultaten av en klinisk fas I-
studie (NCT02303990) med hypo-fraktionerad-stralbehandling(HFRT) och
Pembrolizumab(Anti-PD1) hos patienter med metastatiska solida tumorer
(Maity et al., 2018).

Studien innefattade 24 patienter med mer dn 2 lesioner som indelades i1 tva
grupper med 12 patienter vardera):

(i) NSCLC/melanom som progredierade pé tidigare anti-PD-1-

behandling,

(1)  andra cancertyper; anti-PD-1-naiva.
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Inom varje grupp fick sex patienter per lesion 24 Gy (3%x8Gy) och de
andra sex patienterna fick en fraktion med 17 Gy.

HFRT tolererades vil med Pembrolizumab med foljande resultat,
e 1 Grupp (1) aterupplivades ett systemiskt svar trots tidigare progression
pa enbart anti-PD-1-behandling.
e [ Grupp (i1): upplevde en patient ett komplett svar och tva hade f6rldngd
stabil sjukdom
Deras studie Oppnar for ytterligare studier for att undersoka hur
stralbehandling modulerar upplivandet av immunsvaret med anti-PD-1-
behandlingar och de underliggande mekanismerna for resistens. I slutdndan
krdvs en randomiserad studie for att visa synergistiska fordelar med
strdlbehandling med  checkpointblockad  jimfért med  enbart
checkpointblockad (Maity et al., 2018).

Theelen, och medarbetare pévisade 2020 att metastaserande icke-
smicellig lungcancer svarar systemiskt vid immunterapi kombinerad med
strdlbehandling (Theelen et al., 2020).

Immunterapi har fatt en séker plats 1 behandlingen av metastaserande icke-
smacellig lungcancer (NSCLC) och har haft stor inverkan p& prognosen for
patienter som svarar pd behandlingen. Tyvérr har inte alla NSCLC-patienter
nytta av denna behandling. Flera immunforsvars mekanismer har postulerats,
vilket forklarar misslyckandet av tumdrimmunterapi. En béttre forstaelse av
dessa mekanismer hjdlper oss att soka behandlings strategier for att dvervinna
resistens mot immunterapi.

Stralbehandling har immunmodulerande egenskaper som kan forstirka
immunsvaret mot cancer genom att hantera ett antal av dessa
tumorforsvarsmekanismer. Deras oversikt fokuserar pd mekanismer for off-
target-effekter av stralbehandling, den sd kallade Abscopal effekten, genom
att beskriva den nuvarande rollen for immuncheckpointhimmare (ICI) vid
NSCLC, de mogjliga orsakerna till dess misslyckanden och visa pd hur
stralbehandling kan motverka dessa mekanismer. Deras Oversikt presenterar
prekliniska och kliniska data som stoder forstirkning av abscopala hindelser

genom stralbehandling 1 kombination med ICI immunterapi (Theelen et al.,
2020).
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Lussier, och medarbetare rapporterade 2021 att strilningsinducerade
neoantigener breddar det immunterapeutiska fonstret for cancer med lag
mutationsbelastning, sa kallade “’kalla” tumorer (Lussier et al., 2021).

Immun kontrollpunksinhbitor ICI-terapier ICI-T &r ett lovande framsteg
inom cancerbehandling. Men eftersom inte alla tumortyper svarar mot dessa
behandlingar dr det viktigt att hitta mekanismer som kommer att bredda
anviandningsomridet. Generellt sett har tumorer med hog mutationsbelastning
potential att uttrycka ett storre antal muterade neoantigener. Eftersom
neoantigener kan vara mél for skyddande adaptiv immunitet, & mycket
muterade tumdrer vanligtvis mer kénsliga for immunterapi.

Extern strdlterapi RT kan anvédndas for att paverka immunsvaret genom
genereringen av mutanta malceller :

e RT iren standardiserad cancerterapi,
e RT inducerar uttryck av mutanta proteiner och potentiellt mutanta
neoantigener
e RT har visat sig samverka kliniskt med immunkontrollpunktsterapi
(ICT),
Salunda kan HFRT- antagas vara Medlet for att gora kalla tumorer varma
och mottagliga for immuno kontrollpunkts terapi ICI-T,

For att studera om sa ar fallet anviande Lussier, och medarbetare -
sarkomcellinjer (KP-Kras G12D x p53 sarkom) som har visat sig vara daligt
antigena och néstan helt utan mutationer. De kontrolleras inte av ICI-T och
inducerar inte ett skyddande antitumorminnessvar.

Efter en enda in vitro fraktion av 4- eller 9-Gy-bestralning forvarvar KP-
sarkomcellerna emellertid mutationella neoantigener och blir kénsliga for ICI-
T in vivo pé ett T-cellsberoende sitt.

Deras fynd visar att det finns en trioskel-bestrilningsdos pa 4 Gy
som krivs for induktion av immunogenicitet.

Deras resultat visar att induktion av nya antigena méal 1 bestralade
tumorceller representerar en ytterligare mekanism som forklarar synergin
mellan stralning och immunterapi (Lussier et al., 2021).

ICI-T medierad avvisning av bestrdlade tumdorceller var beroende av
aktiviteten av bdde CD4+ och CD8&+ T-celler och inducerade immunologiskt
minne som var tumdr cellspecifik och inte beroende av annan
stralningsinducerad celluldr fordndringar. Dessa fynd visar ett “proof of
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concept” att en enkel fraktion icke-kurativ bestrdlning >4 Gy har formaga att
sensibilisera dédligt immunogena tumorer genom, delvis, induktion av de
novo-neo-antigenspecifika T-cellssvar.

Detta ir den forsta dimensionen hos iRT som bidrar
till forbittrad tumorcellsimmunogenicitet.

Deras data tyder pd att, forutom neoantigengenerering som ett resultat av
genomisk instabilitet, utveckling av cancer-neoantigener kan ocksé bildas av
effekterna av strdlning pa sjdlva tumorcellerna. Specifikt har de visat att icke-
kurativa doser av stralning (4 - 9 Gy) kan inducera mutationer i modertumoren
som kan fungera som MHC-I neopitoper. Dessa stralningsinducerade
neoantigener framkallar cytolytiska tumdrspecifika CD8 T-cellpopulationer
och sensibiliserar icke-immunogena tumdrer pd ett T-cellsberoende sitt.

I framtiden kommer det att vara viktigt att bedoma hur bidraget fran dessa
nyligen hiarledda neoantigener ger synergi mellan icke-kurativ strdlning och
immunterapi 1 samband med strlningsinducerade fordndringar 1 tumorens
mikromiljo.

Stralbehandlingens varaktighet, tidpunkt och dos kommer att behdva vara
noggrant Overvdgda ndr man riktar in sig pd behandlingsinducerade
mutationer 1 kombination med ICI. Neoantigen generation efter
stralningsinducerad DNA-skada kriver cellproliferation som tar sin tid.

Déarfor rekomenderas iRT 1 kombination med Immunterapi veckovisa
upprepade Strélfraktioner (4-9 Gy).

Detta ar den andra dimensionen hos iRT som bidrar
till forbattrad tumorcellsimmunogenicitet.

Deras resultat 0kar mojligheten att anvdnda stralning for att skapa
immunterapeutiska mojligheter for behandlingen av tumérer med Ildg
mutationsgrad som inte &r immonogena vid diagnos (Lussier et al., 2021).

Man kan dven 0verviga anvdndningen av en strélfraktion pa 4-9 Gy fore
kirurgisk behandling for att uppna systemisk effekt.
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I1-2.4 Klinisk Pre-kirurgisk stralbehandling

Verbus och medarbetare presenterade 2022 de forsta resultaten av
klinisk pre-kirurgisk anvéndning av strlningsboost for att 6ka effektiviteten
av immun-kontrollpunktsblockad-terapi vid operabel brostcancer (Verbus et
al., 2022).

Immunkontrollpunktshimmare (ICI), sdsom programmerade celldods-
protein-1 (PD-1)-receptorhimmare, utovar sina effekter genom att himma
celler 1 tumoérmikromiljon (TME) med dessa immunkontrollpunkts-
receptorer.

Deras presenterade kliniska resultat stoder anvindningen av
stralbehandling (RT) "boost" (vanligtvis mer riktad och/eller med en hogre
absorberad dos per behandlingsfraktion) for att 6ka effekten av immunterapi
genom att 6ka populationen av CTL och minska den immunosuppresiva
effekten hos tumormikromiljon (TME).

Stralbehandling 1 kombination med Pembrolizumab (en PD-1 himmare)
som anvéndes vid behandling av patienter med solida tumorer som tidigare
inte svarat pd ICI-behandling visade ett dkat svar efter behandlingen.

Denna behandlings strategi kringgér problemet med "kalla" tumorer med
dédlig immunogenicitet och mojliggdr framgangsrik behandling for patienter
som inte skulle ha svarat pa endast ICI behandling.

Koukourakis och medarbetare diskuterade 2023 anti-tumorimmunitet och
preoperativ radiovaccination som ett nytt koncept inom behandling av
brostcancer (Koukourakis et al., 2023b).

Neoadjuvant kemoterapi (NACT) for vissa subtyper av brostcancer (BC)
ger betydande tumorregressionsfrekvenser och en oOverlevnadsfordel for
patienter med ett komplett patologiskt svar. Kliniska och prekliniska studier
har visat att immunrelaterade faktorer &r ansvariga for baittre
behandlingsresultat, och déarfor har neoadjuvant immunterapi (ICI) framtratt
som ett sitt att ytterligare forbéttra patienters overlevnad.

Medfodd immunologisk "kyla" hos specifika subtyper av brdst cancer,
sarskilt de luminala, hindrar dock effekten av immunterapi med immun-
kontrollpunkts-hdmmare (ICI-T). Behandlingsstrategier som syftar till att
motverka denna immunologiska troghet behdvs dérfor. Dessutom har
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intermittent strdlbehandling (iRT) visat sig ha ett betydande samspel med
immunsystemet och frimja antitumorimmunitet. Denna
"radiovaccinationseffekt" skulle kunna utnyttjas vid neoadjuvant behandling
av brostcancer och avsevirt forstirka effekterna av redan etablerad klinisk
praxis.

Moderna stereotaktiska bestralningstekniker riktade mot priméirtumdren
och involverade lymfkortlar kan visa sig vara viktiga for kombination med ICI
behandling

Koukourakis diskuterar kritiskt den biologiska logiken, klinisk erfarenhet
och pagadende forskning som ligger till grund for samspelet mellan
neoadjuvant kemoterapi, antitumdérimmunsvar och den framvixande rollen for
radioterapi som ett preoperativt tilligg med immunologiska terapeutiska
implikationer vid brostcancer (Koukourakis et al., 2023b).

Han ger en omfattande Oversikt av aktuella neoantigener och hur
joniserande stralning interagerar med cellernas DNA och péverkar stimulering
och produktion av ett flertal genprodukter (Koukourakis et al., 2023b):

Gensymbol Genens namn (Genomisk lokalisering)
Celluldr funktion Relevans for bestralning

ICAM-1 Intercellulir adhesionsmolekyl-1 (19pl3.2)

ICAMI1 ir en ligand for lymfocytfunktionsassocierade (LFA) antigener.
Strélningsexponering dkar uttrycket av ICAM-1 pa tumdrceller (33)

MHC/HLA Klass I/ll Huvudhistokompatibilitetskomplex I/II (6p21-p22)
Interagerar med T-cells receptormolekyler, savil som mordar-immuno-
globulin liknande receptorer som uttrycks pa naturliga mérdarceller
och vissa T-celler.

Stralningsexponering 0kar uttrycket av MHC klass I/11 pa tumorceller.

IFNy Interferon-gamma (12ql5)

IFNy ér ett cytokin som dr avgdrande for medfodd och adaptiv immunitet
mot virala och intracelluldra bakterieinfektioner och for tumdrkontroll.
Strélningsexponering dkar IFNy-produktionen.

LFA-3 (CD58) Lymfocytfunktionsassocierat antigen 3 (1 pi 3.1)
CD58-genen kodar for en CD2-receptor. Nirvaron av dessa tva antigener
pa motstaende celler underléttar kontakter mellan hjélpar-T-lymfocyter

och antigenpresenterande celler samt mellan cytolytiska effektorer
och malceller.
Strélningsexponering dkar uttrycket av LFA-3 pa tumdrceller.

B7-1 (CD 80) B-lymfocytaktiveringsantigen (3ql333)

Ger en kostimulerande signal till T-celler genom att interagera med CD28
och CTLAA4.

Strélningsexponering dkar uttrycket av B7-1 pé antigen-presenterande
celler.

CTLA-4 Cytotoxiskt T-lymfocytantigen-4 (2q33 2)
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CTLA-4 6verfor en hammande signal till T-celler. Anti-CTLA-4-
antikroppar inducerar effektiv antitumoérimmunitet genom att inducera
tumorspecifik T-cellsaktivering och undertrycka Treg-celler.
Strélningsexponering kan undertrycka nedregleringen av CD28 och
uppregleringen av CTLA-4 pd lymfocyter.
HMGBI1 Hog mobilitetsgrupp box-1 (13q12.3)
Aktiverar antigenpresenterande celler och stimulerar antigenbearbetning
och antigenpresentation till T-celler.
Stralningsexponering inducerar uttryck av HMGBI.
HSP70 Viarmechockprotein 70
Aktiverar antigenpresenterande celler och stimulerar antigenbearbetning
och antigenpresentation till T-celler.
Stralningsexponering 0kar intracelluldra och extracelluldra
HSP70-nivéer.
MHCA Major Histocompatibility Complex Class I Gene A (6p21.33).
Aktiverar naturliga mordarceller (NK), naturliga mordar-T-celler,
1 T-celler och al CD8+ T-celler (Cytotoxiska Lymfocyter CTL)
via NKG2D-receptorn.
Strélningsexponering inducerar MHCA -uttryck
MICB Major Histocompatibility Complex Class I Gene B (6p21.33)
Aktiverar naturliga mordarceller (NK), naturliga mordar-T-celler (NKT),
v0 T-celler och al CD8+ T-celler via NKG2D-receptorn.
Strélningsexponering inducerar MHCB-uttryck.
ULBP1-2-3 UL16-Binding Protein 2 (6q25.1)
Aktiverar naturliga mordarceller (NK), naturliga mordar-T-celler (NKT),
v T-celler och a3 CD8+ T-celler via NKG2D-receptorn.
Stralningsexponering inducerar NKG2D-liganduttryck (ULBP1-2-3).
FASLG Fas-ligand (1q24.3)
Fas-FASLG-bindning inducerar kaspasaktivering och apoptos.
uppreglerar Fas-liganduttryck i tumorceller.
PD-L1 (PDCD1LG1) Programmerad dodsligand 1 (9p24.1)
Héammar antitumorfunktionen hos infiltrerande effektor-T-celler.
Stralningsexponering 6kar PD-L1-uttryck péa tumorceller
CALR Calreticulin (19pl3.2)
Viktiga molekyler for sammansittning och cellyteuttryck av
MHC klass 1-Molekyler.
Stralningsexponering 0kar presentationen av calreticulin vid cell-
membran.
F0X03a Forkhead Box 03A; (6g21)
F0X03a utléser apoptos genom att inducera uttrycket av gener
som é&r kritiska for celldod, sasom TNFSF6-genen.
Strélningsexponering dkar uttrycket och den nukledra lokaliseringen
av F0X03a
(Koukourakis et al., 2023b ):
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Huang och medarbetare visade 2025  att HFRT-stralbehandling
kombinerad med Pembrolizumab inducerar systemiska antitumérimmunsvar
vid immuno-logiskt ’kall” icke-smacellig lungcancer (Huang et al., 2025).

De undersokte de immunstimulerande effekterna av strdlbehandling med
hjdlp av multiomiska analyser av seriella vivnads- och blodbioprover, Studien
omfattade 293 patienter med metastaserande icke-smaicellig lungcancer 1 en
klinisk fas 2-studie (NCT02492568) av stereotaktisk stralbehandling (SBRT)
med 8 Gy dagliga fraktioner i 3 dagar foljt av Pembrolizumab (Theelen et al.,
2020).

Deltagare med immunologiskt ka/la tumdrer (1ag tumormutationsborda av
programmerad dodsligand PD1-uttryck eller Wnt-vigsmutationer) hade
signifikant langre progressionsfri 6verlevnad 1 SBRT-gruppen.

Induktion av interferon-gamma, interferon-alfa och antigenbearbetnings-
och presentations genuppsittningar berikades signifikant efter SBRT 1 icke-
bestralade tumorstdllen. Signifikanta expansioner av nya och redan
existerande T-cellskloner under behandling noterades bade lokalt i tumor och
systemiskt 1 blod- kompartment, tillsammans med klonala neoantigenreaktiva
autologa T-cellssvar hos deltagare med langsiktig Overlevnad efter HFRT-
stralbehandling kombinerad med immunterapi. Dessa fynd stdoder de
systemiska immunmodulerande och antitumoreffekterna av HFRT-
stralbehandling kombinerad med immunterapi och kan 6ppna ett terapeutiskt
tillfalle att Gvervinna immunterapi resistens (Huang et al., 2025).

Shaitelman, och medarbetare rapporterade 2025 resultaten fran en klinisk
fas 2-studie av preoperativ stralbehandling for att framkalla kritiska immun-
stimulerande effekter - "PRECISE” (Shaitelman et al., 2025).

Deras studie avsag att undersoka om en pre-operativ stralbehandlings-
boost var associerad med en signifikant fordndring av tumorinfiltrerande
lymfocyter (TIL) 1 tumdrer med Gstrogenreceptor-positiva, HER2Neu-icke-
amplifierade former av brostcancer.

I studien deltog 20 patienter 1 en klinisk fas 2-studie som 6 till 8 dagar fore
operation fick strdlbehandling med:

e En-fraktion, 4 7,5 Gy/fraktion
eller
e Fem-fraktioner, & 2 Gy/ fraktion, totalt 10 Gy
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Procentuell stromala tumor infiltrerande lymfocyter (TIL) utviarderades pa
hematoxylin- och eosin-firgade prover. Kortsiktigt behandlingsresultat
beddmdes baserat pa tid till operation, toxicitet och kosmetisk effekt upp till
6 méanader efter boost-strdlbehandling.

Stromalt tumdrinfiltrerande lymfocyter (TIL) okade signifikant (P =
0,0037) fran grad 3 till grad 5, vid 6 till 8 dagar efter avslutad boost-
stralbehandling. Ingen nimnvérd toxicitet upplevdes upp till 6 manader efter
boostbehandling.

Sammanlagt hade 94 % (16/17) patienter med 6-ménaders uppfoljande
beddomning efter brostkonservering god-utmérkt kosmetisk effekt enligt
lakares bedomning.

I denna fas 2-studie resulterade preoperativ boostbehandling i en kortsiktig
okning av stromalt tumorinfiltrerande lymfocyter TIL med minimal toxicitet.
Preoperativ  broststrdlbehandling verkar vara sidker och kan vara ett
genomforbart sitt att forbétta tumorens immunogena mikromil;jo.

Pre-operativ broststralbehandling med 1x7,5 Gy kombinerad med ICI-
immunterapi borde ge ytterligare forbidttrat behandlingsresultat for
brostcancer (BRRP ff. anm.).

Gaorav Gupta, University of North Carolina, presenterade den 11 december
2025 resultaten av den kliniska faslI-studien P-RAD vid San Antonio Breast
Cancer Symposium 1 San Antonio USA (Gupta, 2025).

Preoperativ strdlbehandling forbéttrade T-cellsinfiltration (TCI) hos
patienter med hormonreceptor (HR)-positiv, HER2-negativ brostcancer vid
administrering 1 kombination med pembrolizumab (Keytruda) och
kemoterapi, och ledde till forbattrade behandlingssvar fore operation, enligt
resultaten av den kliniska fas II-studien P-RAD som presenterades vid San
Antonio Breast Cancer Symposium (SABCS), som holls 9-12 december 2025.

"Mdnga patienter med HR-positiv, HER2-negativ brostcancer — den
vanligaste typen av brostcancer — upplever sena dterfall, och det finns ett
kritiskt behov av att forbdttra resultaten for denna patientpopulation", sdger
presentatoren Gaorav Gupta, MD, PhD, docent i strdlbehandlingsonkologi och
medledare for brostcancerforskningsprogrammet vid University of North
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Carolina Lineberger Comprehensive Cancer Center. “Immunterapi har visat
tidiga tecken pa lovande resultat, men nya strategier behdvs for att géra den
mer effektiv vid denna form av brostcancer. Immunkontrollpunktshdmmare &r
beroende av T-cellsinfiltration for att effektivt motverka cancer, och baserat
pa tidigare forskning som visade stralningsmedierad  forbéttrad T-
cellsinfiltration, syftade vi till att testa detta vid brostcancer.”

I denna kliniska provning inkluderade Gupta och kollegor frén
Translational Breast Cancer Research Consortium patienter med HR-positiv,
HER2-negativ brostcancer som hade spridit sig till de regionala lymfkortlarna.
Medianaldern for patienterna var 49,5 ar, med ett ldersintervall pd 23 till 78
ar. De randomiserade 51 patienter 1:1:1 enligt

e ingen strilning,

e en lag absorberad dos strilning (9 Gy) eller

e en hog absorberad dos strilning med 3 dagliga fraktioner 4 8 Gy
(totalt 24 Gy) tillsammans med Pembrolizumab innan kemoterapi
pabdrjades.

Alla patienter fortsatte med att fa 12 veckor med Pembrolizumab och
Paklitaxel, foljt av fyra cykler med Pembrolizumab och Doxorubicin och B-
cyklofosfamid.

Forskarna 1 studien beddmde tvé samverkande priméra effektmatt:

o T-cellsinfiltration vid tidpunkten f6r en biopsi tagen tva veckor
efter stralbehandling och

e Patologiskt komplett respons 1 lymfkortlarna vid tidpunkten for
definitiv kirurgi for att avldgsna cancern.

e Sckundira effektmétt var patologiskt komplett respons (pCR)
och kvarvarande cancerborda.

Efter strdlbehandling och immunterapi 6kade andelen tumdérer med den
hogsta kvartilen av T-cellsinfiltration hos de 49 patienter som kunde
utviarderas beroende pa straldosen:

e 31%,1 0Gy
e 40% 1 9 Gy
e 53 %1 24 Gy-grupperna.

Median T-cellsinfiltration okade for alla patienter efter att de fatt
behandling, vilket innebér att strilbehandling tilldt fler T-celler att komma till
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och attackera tumdren. Emellertid upplevde endast patienter 1 24 Gy-gruppen
en statistiskt signifikant forbattring av T-cellsinfiltration jamfort med
obehandlade tumorer.

Gupta och kollegor observerade ocksd dosberoende respons 1
lymfkortlarna. For alla 48 utvdrderbara patienter var andelen tumér som
eliminerades fran kirurgiskt borttagna lymfkortlar 29 %, vilket visade en
okande trend med straldosen: 24 % vid 0 Gy, 29 % vid 9 Gy och 33 % vid 24
Gy.

Sekunddra effektmatt. pCR och kvarvarande cancerborda forbattrades
ocksd med okade straldoser. P4 grund av det begrinsade antalet patienter
uppnadde dock dessa skillnader i kirurgiska svarsfrekvenser inte statistisk
signifikans.

Sammanfattningsvis siger Gupta:

"Pre-operativ stralbehandling iir siker, exakt och allmiint tillginglig for
behandling av briostcancer. Deras studie tyder pd att stralbehandling skulle
kunna anviindas pd ett nytt siitt — for att 'prima’ immunforsvaret och
forstirka effekterna av immunterapi vid HR-positivy, HER2-negativ
brostcancer'’,

”Vi fann tidiga bevis for att en fokuserad strdldos pa 24 Gy given under
tre dagar, i kombination med Pembrolizumab, kan oka immunforsvaret och
kan forbdttra reduceringen av tumdor fore operation. Dessa resultat ligger
grunden for framtida kliniska provningar som utforskar Pre-operativ
strilbehandling  for  att  forbdttra  langsiktiga  resultat  for
brostcancerpatienter” (Gupta, 2025).

Pre-operativ strilbehandling av bedstcancer med intermittent fraktionering
(8 Gy per vecka) kombinerad med ICI-immunterapi (CTLA4 + PDI1
himmare) borde ge ytterligare forbattrade behandlingsresultat for
brostcancer med kompletta remissioner. En klinisk studie enligt ett sddant
protokoll dr ytterst onskvédrd (BRRP ff. anm).

Goma och medarbetare rapporterade 1 januari 2026 resultat fran
YOUNGSTER-studien avseende preoperativ strdlbehandling vid brostcancer i

108



Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi: Nista generation av tumoérbehandling?

tidigt stadium, vilka visar pa inducering av molekyldr och immunmodulering
(Goma et al., 2026)

Effekten av preoperativ strdlbehandling (RT) pd brostcancer 1 tidigt
stadium ar underutforskad men har potential att avsevart forbittra resultaten
och erbjuda nya terapeutiska strategier.

YOUNGSTER-studien syftade till att karakterisera de molekyldra
fordndringar som induceras av preoperativ stralbehandling (RT) kombinerad
med tillférsel av human epidermal growth factor receptor-2 (HER2) till
brostcancer patienter med subtyper: luminal A, luminal B,

Denna explorativa studie inkluderade 20 patienter med brostcancer 1 tidigt
stadium som var lampliga for brostbevarande kirurgi och inte hade fétt tidigare
behandling.

Biologiska fordndringar utviarderades mellan baslinjeprovtagning, 3 till 5
dagar efter preoperativ stralbehandling RT och med kirurgiska prover.

Preoperativ stralbehandling (5 fraktioner med 2,67 Gy/fraktion mandag till
fredag) administrerades, foljt av en kirn-nalsbiopsi.

Efter 2-8 veckor (i genomsnitt 4 veckor) behandlades patienterna efter
stralbehandling med kirurgi

. Genuttryck analyserades med hjdlp av en panel med 192 gener

e PAMS50 (Prediction Analysis of Microarray 50) dr en genexpressionsprofil som
analyserar aktiviteten hos 50 gener for att klassificera brostcancer i1 fyra

huvudsakliga molekyldra undertyper: Luminal A, Luminal B, HER2-anrikad
och Basal-lik,

Immunhistokemi och fargning anvindes for:
e Ki67 (markor som finns i cellkédrnan och uttrycks endast nér celler prolifererar)
och
e CD68 ( markdr for tumor associerade makrofager TAM),
e TIL tumdrinfiltrerande lymfocyter

e gH2AX for beddomning av DNA-skador.

Prover tagna strax efter strdlbehandling visade signifikant nedreglering av
proliferationen (PAMS50, Ki67), men en 6kning av DNA-skada (gH2AX) och
uppreglering av makrofag markoérer CD68.

Prover tagna 2—8 veckor efter stralbehandling) (n=13) visade signifikant
uppreglering adaptiva immunmarkorer, tillsammans med en 6kning av 14-
gens immunglobulinsignatur. TIL visade en trendvis 6kning som dock inte var
statistiskt signifikant.

Sammanfattningsvis inducerar Preoperativ stralbehandling tidiga och sena
biologiska fordndringar 1 brostcancer, med initiala effekter pé
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proliferationsreduktion och DNA-skada inom négra dagar, foljt av adaptiv
immunaktivering inom veckor. Stralbehandling kan fungera som en effektiv
primer for immunterapi, sérskilt for subtyper med hogre risk, vilket stdder
potentialen for kombinatoriska metoder vid behandling av brostcancer.

Med intermittent strilbehandling (4-9 Gy) 1 kombination med prekirurgi.
och/ immunterapi elller hypertermi har stor potential att avsevért forbattra
behandlings resultaten.

Med stralfraktioner >10Gy Okar stralnings inducerd immunosuppression
genom Okningen av F0X03a, Forkhead och ddrmed immunsuppressiva
regulatoriska T-celler Treg

e En optimal dosfraktionering for intermittent stralbehandling verkar
vara omkring 6-8 Gy per fraktion.

e Tidsintervallen mellan strilfraktionerna kan vara upp till en vecka
men kan varieras efter behov och erfarenhet.

e Kombination med anti-CTLA4 + AntiPDI-immunterapi 1
tidsintervallen mellan de veckovisa strilfraktionerna verkar vara en
utmanande provning for behandling av immunresistenta tumorer.
Dar:

-Anti CTLA4 minskar immunosuppressinen av MDSC och Treg och
-Anti PD1 stimulerar effekten av CD8+ T.celler.

Preoperative RT + Surgery

+ Intermittent Radiation and Immuno Therapy

RT: Radio therapy (6-8 Gy) per weekly fraction
IMU: Immunotherapy, Anti-CTLA4, Anti-PD1, Anti-PDL1

At

6-8Gy U MU MU 4-8Gy MU IMU

AntiCTLA-4 + AntiPD1 AntiCTLA-4 + AntiPD1 AntiCTLA-4 + AntiPD1
Start week 1-4 surgery Following weeks
Figur II-2-6

Pre-operativ Intermittent strdlbehandling i kombination med immunterapi

110



Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi: Nista generation av tumoérbehandling?

I1-2.5 Intermittent strial-immunterapi’s 3-dimensioner

Forsta Dimensionen: Stréldos

En stralboost p4 < 10 Gy genererar:

-neoantigen som stimulerar produktion av CD8+ T-celler (CTL).
Se Fig. I1-2-5

-IFN-typ1 som stimulerar CTL aktiviteten bildas vid dubbelstrangbrott
1 DNA, Se Figur I1-3-2

-Reduktion av MDSC celler dampar tumorens immunosuppression,
Se Figur 11-2-4

En strélboost pd mer dn >10 Gy genererar kraftig celldod och stimulerar
bildningen immunosuppressiva Treg-celler.

Andra Dimensionen: Intermittenta tidsintervall

Ett tidsinervall mellan stralfraktoner upptill en vecka ger tid att utveckla
produktionen av neoantigen som initieras av en stralboost.
Vid Pre-kirurgisk stralboost kan tidsintervallet behdva varieras.

Tredje Dimensionen: Immunostimulering

I tidsintervallen mellan strilfraktionerna appliceras immunostimulerande
moment t.ex.

e Tumdrvaccin

e Immunkontrollpunkts himmare typ anti-CTLA4, Anti-PDI1, Anti-

PDLI1, eller andra Immunstimulerande liakemedel
e Hypertermi (Kap.II- 4)
e Dynamisk Elektro-Puls Terapi (Kap. II-5)
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Sammanfattning Kapitel 11-2

Presentation av ett nytt tumor-behandlingskoncept med Pre-kirurgisk
intermittent ultrahypofraktionerad strialbehandling” (PSiRT)
”kombinerad med immunterapi” (PSiRIT), sirskilt med immun-
kontrollpunktshdmmare (anti-CTLA4 och anti-PD-1/PDL1).

Intermittent ultrahypofraktionerad strilbehandling innebir:

« Optimal absorberad dos 6—8 Gy per fraktion

o Doser >10 Gy kan 6ka immunosuppressiva mekanismer (Treg-
aktivering).

o Tidsintervall pa upp till en vecka mellan fraktionerna

o Mojlighet att lagga till annan behandling tex immunterapi i intervallet
mellan strifraktionerna

Intermittent Strialbehandling piaverkar tumérmikromiljon genom att:

e Producera DNA-skador och mutationer som producerar nya
tumdrspecifika antigen (neoanitigen) som omvandlar den
bestrdlade tumoren till ett ”in situ-vaccin”.
Neoantigenutveckling kridver tid och déarfér é&r intermittenta
tidsintervall mellan strialfraktionerna biologiskt motiverade

e Frisdtta immunstimulerande signaler
(tex CDAMP, HMGBI, ATP, Typ 1-interferon)

« Aktivering av dendritceller

« Okad produktion och infiltration av CD8+ cytotoxiska T-celler i
tumoren

« Minska immunosuppressionen genom Inaktivering av MDSC
(myeloida suppressorceller) och minskad Treg-dominans vid doser
<10Gy

Kliniska och prekliniska studier studier som stoder konceptet:

o Lungcancer (NSCLC) med Kombination SBRT + Pembrolizumab
ger forbattrad progressionsfri overlevnad med systemiska (abskopala)
effekter och aktivering av interferonsignaturer

o Brostcancer (flera studier 2022-2026) med pre-operativ strdlboost
3x8 Gy ger 0kad T-cellsinfiltration (TIL), minskad tumoércells
proliferation, induction av DNA-skador 6kning av adaptiva
immunmarkorer samt visar lag toxicitet
Den kliniska YOUNGSTER-studien (2026) visade tidiga effekter som
ger stod for pre-operaattiv strdlbehandling som immunologisk primer
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Intermittent pre-kirurgisk strdlbehandling  (PSiRIT) med maéttliga
ultrahypofraktioner (6—8 Gy) i kombination med immunterapi kan:
e Producera DNA-skador som omvandlar den bestralade tumoren till
ett ”in situ-vaccin”
o Gora kalla tumdrer immunogena
« Overvinna immunterapiresistens
o Skapa systemisk antitumoreffekt

« Forbattra kirurgiska resultat
« Potentiellt 6ka andelen kompletta remissioner

Konceptet PSiRIT som bygger pd bade stralningens samverkan med

biologiska mekanismer och mcd erfarenher i1 vixande méngd kliniska data,
kan PSiRIT bli nésta generations tumdrbehandling.
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Kapitel 11-3
Pre-Kirurgisk Stralbehandling av CNS Tumorer

3.1 Personlig och riktad stralbehandling av hjarntumorer

Preoperativ  strdlbehandling anvdnds redan f6r behandling av
hjarnmetastaser for att forbéattra lokal kontroll och minska toxicitet. Genom att
forbittra strdlbehandlingens malinriktning minskar dven risken for recidiv och
aterfall av Leptomeningeala sjukdomar.

Asher, och medarbetare presenterade 2014 resultat av klinisk
prekirurgisk Neoadjuvant stralkirurgi for kirurgisk resektion av
hjarnmetastaser som ett nytt behandlings-paradigm (Asher et al., 2014).

Omraden med resekterade hjdrnmetastaser (BM) stralbehandlas for att
minska lokalt terfall. Aven strdlbehandling av hela hjirnan (WBRT) minskar
risken for dterfall, men orsakar potentiell toxicitet. Postoperativ stereotaktisk
stralkirurgi (SRS) dr en annan strategi, dock utan prospektiva data och med
problematisk malavgrinsning.

Déremot mojliggor stralbehandling som ges pre-operativt (Neoadjuvant,
eller NaSRS) tydlig maldefinition och minskning av intraoperativ spridning av
tumorceller.

Asher et al's behandling av resektabla hjairnmetastaser BM med pre-
operativ neoadjuvant stralkirurgi (NaSRS) péborjades 2005. Direfter
genomfordes en prospektiv studie av 47 behandlade patienter med
hjarnmetastaser. Patienterna strdlbehandlades forst med en mediandos pa 14
Gy (12-18 Gy) och resekterades sedan en dag efter den pre-operativa
stralbehandlingen.
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Den totala 6verlevnaden var 78% efter 6 manader och 60% efter 12
manader.
Andelen kompletta remissioner var :
e 98 9%, vid 6 manaders kontrollen
e 86 %, vid 12 manaders kontrollen
o 72 %, vid 24 manaders kontrollen.
Det fanns inga postoperativa biverkningar.

Sammanfatningsvis visar resultaten att Pre-kirurgisk Neoadjuvant
stralkirurgi (VaSRS) kan utforas sikert och effektivt med utméarkta
resultat utan dokumenterad strilningsnekros. Den lokala kontrollen
var utmirkt dven vid stora (>3 cm) lesioner (Asher et al., 2014).

Patel, och medarbetare presenterade 2016 en multi-institutions-
jamforelse av pre-operativ och post-operativ stereotaktisk radiokirurgi for
resektabla hjarn-metastaser (Patel et al., 2016).

Stereotaktisk radiokirurgi (SRS) &r en allt vanligare modalitet som

anvinds
vid kirurgi for resekterbara hjirnmetastaser (BM). Journaler granskades
mellan 2005 och 2013 vid tva institutioner, for patienter som genomgick
resektion av BM antingen med Pre-SRS eller Post-SRS enbart.

Pre-SRS och Post-SRS for resekterad BM ger liknande gynnsamma
frekvenser av lokalt recidiv, fjarrhjarnrecidiv och total verlevnad. Men Pre-
SRS-kohorten uppvisar jamfort med Post-SRS signifikant 1dgre frekvenser av
symtomatisk strdlningsnekros och Leptomeningeal sjukdom (Patel et al.,
2016).

Vetlova, och medarbetare rapporterade 2017 preliminéra resultat fran en
klinisk studie av pre-operativ stereotaktisk strélkirurgi av hjarnmetastaser.
(Vetlova et al., 2017).

Pre-operativ stereotaktisk strélkirurgi (pre-SRS) ér ett nytt framsteg inom
strategin fOr hantering av hjarnmetastaser (BM), och tillgdngliga data visar
fordelar med pre-SRS jamfort med postoperativ strdlbehandling,
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inkluderande ldgre andel lokal toxicitet, Leptomeningeal progression och en
hog andel lokal kontroll.

Nitton patienter med hjdrnmetastaser, varav 11 kvinnor och atta mén. med
totalt 22 symtomatiska metastatiska lesioner, behandlades med pre-SRS. Atta
patienter hade mellan tva och sju benmirgmetastaser. Median-mélvolymen
for behandlade metastaser var 14 ¢cm?® och medianen for den genomsnittliga
targetdosen var 18 Gy.

Alla patienter tolererade pre-SRS vil, utan ndgon neurologisk forsamring,
och kirurgisk behandling genomfordes 24 timmar efter stralbehandling enligt
schemat. Magnet-resonansbilder (MR) erhéllna tva eller tre ménader efter den
kombinerade behandlingen visade inga tecken pé fordndringar i de perifokala
viavnaderna efter stralbehandling (Vetlova et al., 2017).

Resultaten visar att Pre-operativ stereotaktisk stralbehandling av
sekundira hjarntumorer har visat liga nivaer av strilningsinducerad
toxicitet och lokal tumorprogression (Vetlova et al., 2017).

Diehl, och medarbetare rapporterade 2019 resultaten fran ”NepoMUC”’:
en fas I-dos-eskalerings studie av neoadjuvant stereotaktisk stralkirurgi for
intracerebrala metastaser fran solida tumorer (Diehl et al., 2019).

Mer @n 25 % av patienter med solida cancerformer utvecklar intracerebrala
metastaser. Forutom kirurgi dr strdlbehandling (RT) en grundpelare i
behandlingen av intracerebrala metastaser. Postoperativ fraktionerad
stereotaktisk  strdlbehandling (FSRT) till resektions kaviteten vid
intracerebrala metastaser dr en behandling som utfors for att minska risken for
lokalt aterfall. Den postoperativa strdlbehandlingen FSRT maéste dock skjutas
upp tills tillrdacklig sérldkning efter kirurgin har uppnatts.

Pre-operativ stereotaktisk stralkirurgi (SRS) kan emellertid erbjuda
fordelar jamfort med Post-kirurgisk 1 form av béttre mélavgrinsning och
tidigare start av kombinations behandling.

Diehl et al. genomforde en klinisk studie for att soka den maximalt
tolererade strdldosen (MTD) av pre-operativ neoadjuvant SRS for
intracerebrala metastaser. En fas I-dosoknings studie genomfordes pa 72
patienter med intracerebrala metastaser vid Klinikum rechts der Isars.

Studien genomfordes med 3 dosnivder och 4 olika kohorter beroende pa
lesionsstorlek. Det primédra effektmattet dr den absorberad dos for vilken inga
biverkningar uppstar.
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Tabell 11-3-1
Kohorter och i den aktuella studien Pre-kirurgiska stralbehandlings SRS-dosnivaer

Kohort SRS Absorberad dos nivé (Gy)

Meastas storlek | 1I 11
Lesion diam. < 1,0 cm 18 20 22
Lesion diam. 1,1-2,5 cm 16 18 20
Lesion diam. 2,6-3,0 cm 14 16 18
Lesion diam. 3,1-4,0 cm 12 14 16

Sekundira effektmatt inkluderar: lokal kontrollfrekvens, overlevnad,
immunologiska tumdrkarakteristika, livskvalitet samt graden av sena kliniska,
neurologiska och neurokognitiva toxiciteter (Diehl et al., 2019)

Sammanfattningsvis  visar  resultaten  att  Pre-kirurgisk
strialbehandling SRS for intracerebrala metastaser erbjuder
potentiella fordelar jimfort med post-kirurgisk strilbehandling till
resektions-kaviteten.

Resultaten indikerar bittre definition av milvolymen med efter-
foljande hogre effektivitet vid eliminering av tumorceller och ldgre
skador pa omgivande frisk vivnad, dessutom kan systemisk
kombinationsterapi paborjas snabbare (Diehl et al., 2019).

Xu, och medarbetare presenterade 2019 en dversikt av strélningsgenomik:
integrering av patientens stralningsrespons med genomik for personlig och
riktad stralbehandling (Xu et al., 2019).

Framgéngen med konventionell strdlbehandling for cancerpatienter &r
beroende av formagan att leverera en total tumordodande strdldos som kan
utrota alla cancerceller inom den kliniska malvolymen. Straldostoleransen hos
omgivande friska vdvnader blir dock den huvudsakliga dosbegrinsande
faktorn.

Negativa effekter pd normal vivnad efter konventionell stralbehandling &r
vanliga och paverkar patienternas livskvalitet avsevéart. Sannolikheten for att
utveckla dessa negativa effekter efter strilbehandling kan inte forutsdgas
enbart baserat pa dosbegransande fysikalisk-tekniska parametrar.

Det finns indikationer som tyder pa att vissa vanliga genetiska varianter ar

associerade med l1ag strdlbehandlingsrespons och risk for att utveckla negativa
effekter.
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Stralningsgenomik dr ett omrdde som studerar hela arvsmassan (genomet),
inklusive DNA-sekvenser och deras funktioner i organismer. Omradet har
utvecklats under senare ar och undersoker sambandet mellan patientens
genomdata och responsen pé stradlbehandling. Detta omride syftar till att
identifiera genetiska markorer som dr kopplade till individuell stralkénslighet
med potential att forutsidga risken for att utveckla negativa effekter pa grund
av strdlbehandling med hjélp av patient-genom information. Det syftar ocksa
till att faststilla patienters relativa stralrespons med hjélp av deras genetiska
information for en potentiell forutsdgelse av patienters respons pa
stralbehandling.

Xu et al's dversiktsartikel rapporterar om aktuella studier inom strlnings-
genomik, som undersoker sambandet mellan genomiska data och patienters
svar pa strdlbehandling, inklusive undersdkning av genetiska varianters roll i
en individs predisposition for o©kad strdlbehandlingskinslighet eller
radiorespons.

Potentialen for tidig forutsidgelse av behandlingsrespons och
patientresultat dr avgérande for att cancerpatienter ska kunna fatta beslut om
fortsdttning,  eskalering,  avbrytande  och/eller = fordndring  av
behandlingsalternativ for att maximera patientens dverlevnad samtidigt som
biverkningar minimeras och patienternas livskvalitet bibehélls (Xu et al.,
2019).

Prabhu, och medarbetare presenterade 2021 "PROPS-BM Multicenter
Cohort Study", vilken avser Pre-operativ radiokirurgi for resekterade
hjdrnmetastaser (Prabhu et al., 2021).

PROPS-BM studien avser att utvdrdera pre-operativa utfall och
prognostiska faktorer frdn en stor multicenterkohort av Pre-operativ
radiokirurgi for hjarnmetastaser.

I studien inkluderades 5 institutioner och 242 patienter med
hjarnmetastaser (BM) fran solida cancerformer som hade minst en lesion.
Patienter med en median total tumorvolym pa ca.10 cm?® stralbehandlades pre-
operativt med en enda strdl-fraktion till en mediandos pd 15 Gy och
genomgick dérpa en planerad resektion.

Frekvensen av lokalt aterfall (LR) 1 kaviteten var vid ett ar 15% och vid
tvd &r var den 18 %.
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Frekvensen av radiografisk meningeal sjukdom (MD) efter ett och tva ar
var 6,1 % respektive 7,6 % och alla grader av negativ stralningseffekt (ARE)
var 4,7 % respektive 6,8 %. Den 2-ariga mediandverlevnads-frekvensen var
38,4 % och mediandverlevnaden (OS) var 16,9 manader.

Denna multicenterstudie med pre-operativ strdlbehandling visar samma
gynnsamma resultat som visats 1 tidigare studier, sérskilt de 14ga frekvenserna
av MD och ARE, utan tecken pa komplikationer. En randomiserad studie
mellan preoperativ och postoperativ SRS dr dock motiverad och héller for
nirvarande pa att utformas (Prabhu et al., 2021).

Hoyle, och medarbetare rapporterade 2025 resultaten frdn en klinisk fas
1-dosokningsstudie av pre-operativ Stereotaktisk Radiokirurgi(SRS) for
hjarn-metastaser: som visar minskad Leptomeningeal sjukdom (Hoyle et al.,
2025).

Pre-operativ stereotaktisk radiokirurgi (SRS) har foreslagits som en
strategi fOr att minska noduldr Leptomeningeal sjukdom (nLMD) efter
resektion av hjirnmetastaser genom att strdlbehandla fore kirurgisk
manipulation. Deras studie syftade till att faststélla sdkerheten for pre-operativ
SRS via en fas 1-dosdkningsstudie och jamfora lokal kontroll och total
overlevnad (OS) - mellan  pre-operativa och  post-operativa
behandlingskohorter.

Fas 1-studien utvdrderade sdakerheten for pre-operativ SRS med en fraktion
vid eskalerande doser (12 och 15 Gy) hos patienter med tumorer av storleken
2 till 6 cm (Hoyle et al., 2025).

Studien visar att pre-operativ stereotaktisk radiokirurgi (SRS) upp
till 15 Gy ar saker for tumorer med storlekar 2 till 6 cm och minskar
nodulir Lepto-Meningeal sjukdom (nLMD) signifikant utan att
kompromissa med lokal kontroll eller total 6verlevnad. Dessa fynd

stoder att pre-operativ SRS idr en anvindbar behandlings-strategi
(Hoyle et al., 2025).
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3.2 Preoperativ strialterapi av Glioblastom (POBIG)

Wagqar och medarbetare presenterade 2023 ett protokoll avseende en fas
I-studie av pre-operativ strdalbehandling av glioblastom (POBIG) (Wagqar et
al., 2023).

Glioblastom dr en hdggradigt aggressiv tumdr vars resultat inte har
fordndrats pa éartionden. I den nuvarande behandlingsvigen fortsitter
tumortillvaxten och patienten forblir obehandlad i flera veckor efter diagnos.
Intensifierad initialbehandling kan rikta in sig p& annars obehandlade
tumorceller och forbdttra behandlingsresultatet. POBIG-studien avser att
utvirdera sikerheten och genomforbarheten av pre-operativ stradlbehandling
med en fraktion for nydiagnostiserat glioblastom, beddémd utifrdn den
maximalt tolererade dosen (MTD) och maximalt tolererade strdlningsvolymen
(MTIV).

POBIG ir en oppen, dubbelcentrerad fas I-dos- och volymeskalerings
studie som har fitt etiskt godkidnnande. Patienter med en ny radiologisk
diagnos av glioblastom kommer att fa en enda fraktion pre-operativ
stralbehandling frén 6 till 14 Gy f6ljt av standardbehandling bestdende av
maximal séker resektion och postoperativ kemo-radioterapi (60 Gy/30 fr) med
samtidig och adjuvant Temozolomid.

Pre-operativ strdlbehandling riktas mot den del av tumoren som loper
hogst risk att kvarstd som postoperativ kvarvarande sjukdom (hot-spot). En
del av tumoren kommer att forbli obestrélad (cold-spot) och samplas separat
for diagnostiska andaméil. Dos-volym-escalering kommer att vigledas av en
Continual Reassessment Method (CRM)-modell. Translationella mojligheter
kommer att ges genom jamforelse av bestrdlad och obestrdlad primir
glioblastomvivnad.

POBIG-avser att bidra till att faststdlla strdlbehandlingens roll i
preoperativa modaliteter for glioblastom .

Studieregistrering NCT03582514 (clinicaltrials.gov) (Wagqar et al., 2023).

Borst, och medarbetare presenterade 2025 interimresultat fran POBIG-
studien avseende neoadjuvan stralbehandling vid glioblastom (Borst et al.,
2025).

Glioblastom IDH-vildtyp 4r en mycket infiltrativ och aggressiv
hjarntumor, vilket gor fullstindig kirurgisk resektion omdjlig. Prekliniska
bevis tyder pa att kirurgisk manipulation kan bidra till tumoréterfall genom att
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stimulera tumorens proliferativa och migrerande potential. Kliniska
Neoadjuvanta metoder, diar tumoren behandlas 1 ostort tillstdnd, ar fortfarande
1 stort sett outforskade vid glioblastom.

POBIG-studien (NCT03582514) initierades for att beddma genom-
forbarheten, sédkerheten och den prelimindra effekten av preoperativ
stralbehandling vid glioblastom. Studien rekryterar patienter med hjélp av
MR-baserade diagnostiska kriterier, vilket eliminerar behovet av biopsi fore
behandling. Studien f6ljer en initial dosokning (8—14 Gy) f6ljt av en bestralad
volymsokning (< 30 cm?®, 30-60 cm?®, >60 cm?).

En enskild hogdos stralfraktion administreras pre-operativt, foljt av
standard postoperativ kemo-radioterapi (60 Gy i1 30 fraktioner med samtidig
Temozolamide). Efter varje kohort av tre patienter anvénds en tre manaders
observationsperiod for att Overvaka biverkningar innan dos eller volym okas.
I initiala kohorter utfordes endast partiell tumorbestrélning for att mojliggora
jamforelse mellan bestralad och icke-bestrdlad vivnad for molekyldra och
patologiska analyser. Total dverlevnad (OS) miéts fran tidpunkten for pre-
operativ behandling, med rekrytering av de planerade 18 patienterna som
forvintas vara slutforda senast tredje kvartalet 2025. Denna rapport
presenterar interimistiska resultat fran de f{Orsta tio patienterna som
rekryterades mellan 2022 och 2024.

Nio hade histologiskt bekréftat glioblastom; en diagnostiserades med
pilocytiskt astrocytom och exkluderades. Median-Overlevnadstiden (OS) var
20,4 manader och sex patienter levde vid tidpunkten for analysen. Inga
kirurgiska komplikationer observerades orsakade av pre-operativ
stralbehandling.

Sju patienter (78 %) utvecklade nya kontrastforstirkande avvikelser, med
en median debut-tid pd 5,9 ménader. Tre genomgick reoperation pd grund av
misstinkt progression; patologin avslojade reaktiv glios och inflammation
utan entydig aterfall.

Dessa fynd tyder pé att preoperativ stralbehandling ar genomforbar, och
ar inte ar forknippad med okade kirurgiska komplikationer och kan minska
lokalt aterfall. Men fortsatt utredning genom POBIG &4r dock motiverad.

Mansour, och medarbetare publicerade 2024 en Oversikt om hur man
genom att 1asa upp koden till molekulér och genetisk profilerings skulle kunna
revolutionera glioblastombehandling (Mansour et al., 2024).
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Glioblastom (GBM) ar den mest aggressiva priméra hjarncancerformen,
kidnnetecknad av djupgdende molekyldr och celluldr heterogenitet, vilket
bidrar till dess resistens mot konventionella terapier och dalig prognos. Trots
multimodala behandlingar inklusive kirurgisk resektion, strdlning och
kemoterapi d4r mediandverlevnaden fortfarande cirka 15 ménader.

Nya framsteg inom molekyldr och genetisk profilering har visat pé viktiga
genetiska fordndringar och molekyldra sub-typer av GBM, sdsom EGFR-
amplifiering, PTEN- och ATRX-forlust, samt TP53-férandringar, vilka har
betydande prognostiska och terapeutiska implikationer. Dessa upptéickter har
sporrat utvecklingen av riktade terapier som syftar till att stora avvikande
signalvigar som RTK/RAS/PI3K och TP53.

Behandlingsresistens dr dock fortfarande en formidabel utmaning, driven
av tumorheterogenitet, den komplexa tumdrmikromiljon (TME) och
inneboende adaptiva mekanismer. Framvixande terapeutiska metoder syftar
till att ta itu med dessa utmaningar, inklusive anvdndningen av immunterapier
som immun-kontrollpunkts hammare ICI och CAR T-cellsterapier, som riktar
sig mot specifika tumorantigener, men moter hinder pa grund av den immun-
suppressiva TME.

Dessutom visar nya strategier som biopolymerbaserade interstitiella
terapier, fokuserat ultraljud for att stéra blod-hjdrnbarriiren och
nanopartikelbaserade ldkemedels leverans-system lovande resultat nir det
giller att forbéttra effekten och precisionen hos GBM-behandlingar.

Deras oversikt belyser det fordnderliga landskapet for GBM-terapi och
betonar vikten av personlig medicinsk behandling genom molekylar
profilering. Fortsatt forskning om GBM's biologi och utveckling av
behandlingsmetoder med kombinationsterapier och andra innovativa metoder
ger hopp om att forbéttra patientresultaten.

Mansour, och medarbetare betonar att genom-baserade terapeutiska
implikationer krdver bekdmpning av den immunsuppressiva effekten 1
GBM’s mikromiljo (TME).

Med hypo-fraktionerad stralterapi i kombination med CTLA-4 hdmmare
uppnas en effektiv ddmpning av den immun-suppressiva effekten fran
MDSC och Ty vilket 6kat den Immunogena-tumdrcell-Doden med PD1-
himmare som aktiverar effektor T-celler (CTL) (BRRP anm.)
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Fernandez-Gil, och medarbetare rapporterade 2024 om effekter av pre-
operativ stralbehandling i1 en preklinisk glioblastom modell (Fernandez-Gil et
al., 2024).

Som redovisats 1 avsnitt 3.1 anvdnds Pre-operativ stralbehandling vid
behandling av hjarnmetastaser och olika cancertyper. Fernandez-Gil et al's
prekliniska modell syftar till att validera anvidndningen av pre-operativ
stralbehandling for behandling av Glioblastom, GBM.

Humana priméra glioblastomceller, GBMI1A, som tidigare transfecterats
med gront fluorescerande protein (GFP) och Luciferas (Luc), odlades 1
komplett medium och inokulerades 1 hjdrnan pd immunsupprimerade
honrattor (Charles River Laboratories, Wilmington, MA).

Nér tumodren var véletablerad, randomiserades rattorna till fyra grupper

e Obestrdlade obehandlade kontroller

e Obestrilade resekterade kontroller

e Postoperativ strdlbehandling efter resektion och
e Pre-operativ strdlbehandling fore resektion.

I den postoperativa stralbehandlingen resekterades tumoren efter 7 veckor
och stralbehandling utfordes vecka 9. Hos den pre-operativa strdlbehandlings
gruppen  bestrdlades tumoéren 7  veckor efter den initiala
glioblastomcellsinjektionen och kirurgisk resektion utférdes vecka 9.

Ratthjarnor bestrélades lokalt med 30 Gy, som Hypo-Fraktionerad i fem
fraktioner a 6 Gy per dag 2 veckor fore eller efter resektion av intrakraniella
GBM.

Kaplan-Meier-analys faststdllde overlevnad. Hematoxylin-eosin-fargning
utfordes, och kédrnstorlek och p21-senescens markor méttes 1 bade resekterade
och dterkommande gnagartumorer. Immunohistokemi bedémde mikroglia-
/makrofagmarkorer och RNA-seq analyserade fordndringar 1 genuttryck i
aterkommande tumorer.

Kaplan-Meier oOverlevnadskurva visade en signifikant skillnad 1
overlevnad hos den pre-operativa RT-gruppen med 19 veckor jamfort med den
postoperativa RT-gruppens 15 veckor, {p<0,05). Obehandlade kontroller
uppvisade en overlevnad pé 6 veckor och kontroller som endast fick resektion
visade en Overlevnad pa 7 veckor (p<0,001).

Tid till aterfall fran resektion baserat pd bioluminescens signal var 4
veckor 1 PostOP-gruppen och 12 veckor 1 PreOp-gruppen, p<0,001.

Akoya multiplex-fargning pa tvd ménskliga patienter fran deras pagéende
kliniska fas I/I1a-studie fungerade som bevis pa principen.
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Medianoverlevnaden 1 pre-operativa strdlbehandlingsgruppen var
signifikant hogre 4n 1 post-operativ-RT gruppen (p < 0,05).

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) tydde pa en mer proliferativ profil
1 pre-operativ RT-gruppen. Pre-operativ RT visade ldgre rekrytering av
makrofager/mikroglia i aterkommande tumorer (p < 0,01) jamf6rt med post-
operativ RT.

Akoya Multiplex-resultat indikerade TGF--ackumulering i cytoplasman
hos TAM och CD4+ lymfocyt-dominans 1 postoperativa gruppen.

Deras prekliniska studie visar pd genomforbarhet och lédngre total
overlevnad med neoadjuvant strdlbehandling fore GBM-resektion 1 en
didggdjursmodell.

Resultaten tyder pad stark overligsenhet hos pre-operativ
strialbehandling jimfort med andra strél-strategier. Med ytterligare
studier och provningar for att bekréfta deras resultat kan detta bli ett paradigm
skifte (Fernandez-Gil et al., 2024).

Fernandez-Gil studien visar att pre-operativ hypo-fraktionerad
strialbehandling 5x6 Gy resulterar i jimfort med post-operativ stral-
behandling fordubblad 6verlevnadstid men inga kompletta remissioner
(Fernandez-Gil et al., 2024).

Liknande resultat har rapporterats med tumorvaccin, vilket
indikerar att pre-kirurgisk strilbehandling genererar ett in situ-vaccin
(Salford et al., 2022).

Med pre-operativ intermittent strilbehandling i kombination med
immunterapi torde det bli méjligt att i likhet med vaccin-behandling
uppnd okad terapeutisk effekt och kompletta remissioner (BRRP
anm.).

I1-3.3 Pre-operativ stralterapi med immunterapi

Sharabi, och medarbetare visade 2015 att stereotaktisk stradlbehandling
forstarktes med antigenspecifika PD-1-medierade antitum6r immunsvar via
korspresentation av tumdrantigen (Sharabi et al., 2015).

De immunmodulerande effekterna av stereotaktisk strdlbehandling (XRT)
har fitt stort intresse pa senare tid, och det har forekommit flera rapporter om
synergier mellan stereotaktisk stralbehandling (XRT) och immunterapi.
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Ytterligare prekliniska studier behovs dock for att pavisa den
antigenspecifika naturen hos strilningsinducerade immunsvar och belysa
potentiella mekanismer for synergier med immunterapi. De demonstrerar att
stereotaktisk XRT har formdga att inducera endogena antigenspecifika
immunsvar 1 kombination med immunterapi som blockerar PD-1-
kontrollpunkt.

Med hjilp av SARRP (Small Animal Radiation Research Platform)
resulterade bildstyrd stereotaktisk XRT som administrerades till B16-OV A-
melanomalternativt 4T1-HA-brostkarcinomtumorer 1 utvecklingen av
antigen-specifika T-cells- och B-cellsmedierade immunsvar.

Dessa immunstimulerande effekter av XRT okade signifikant ndr XRT
kombinerades antingen med anti-PD-1-behandling eller utarmning av
regulatoriska T-celler (Ty), vilket resulterade 1 forbéttrad lokal tumorkontroll.

Fenotypiska analyser av antigenspecifika CD8+T-celler visade att XRT
okade andelen antigen-specifka T-celler och effektor-minnes-T-celler.
Mekanistiskt fann de att XRT uppreglerar tumorassocierade antigen-MHC-
komplex, forbéttrar antigen-korspresentation 1 den dridnerande lymfkdorteln
och okar T-cellsinfiltration i tumérer (Sharabi et al., 2015).

Sharabi, och medarbetares fynd visar att stereotaktisk
stralbehandling XRT har formaga att initiera ett endogent
antigenspecifikt immunsvar som ger ytterligare motivation for att
kombinera intermittent stralterapi med PD-1-blockad i kliniken (BRRP
anm.).

Zhang och medarbetare presenterade 2022 en omfattande Oversikt av
mekanismerna vid strdlbehandling i kombination med immunterapi (Zhang et
al., 2022).

Synen pa enkel (intermittent) lokal strdlbehandling (iRT) har foréndrats
dramatiskt under senare ar, och det dr nu allmént accepterat att iRT kan
provocera fram ett systemiskt immunsvar, vilket ger en stark grund for
kombinationen av intermittent stralbehandling (iRT) och immunterapi (iRIT).

Det finns dock flera punkter att studera, sdsom

¢ interaktionen mellan iRT och immunsystemet,
¢ identifiering av den bista kombination med immunterapi iRIT,
e och mekanismen f0r att forstirka abscopal effekten
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Dessa avgorande fragor diskuterar Zhang et al 1 detalj, savdl som kliniska
provningar for att forsoka identifiera de bista schemana for iRIT (Zhang et
al., 2022)..

Sammantaget kan enkel intermittent strilterapi (iRT) betraktas
som en utlosande faktor for systemiskt antitumorimmunsvar, och i
kombination med immunterapi (iRIT) anvindas biade som en lokal och
som systemisk behandling for patienter med metastatisk cancer (BRRP
anm.).

I1-3.4 Pre-operativ stralterapi med immunterapi av gliom

Catrin Baureéus-Koch, och medarbetare rapporterade 2004 resultat fran
stralsterilisering av odlade humana hjarntumorceller for klinisk tumor-
immuno-terapi (Baureus-Koch et al., 2004).

Syftet var att undersoka strilkinsligheten hos icke-transfekterade
odlade
humana gliomceller for att faststilla om intrakutant administrerade celler efter
stralsterilisering &r tillrackligt livskraftiga for att producera interferon-gamma.
Cellkulturer etablerades frén fem patienter som genomgatt hjarntumorkirurgi.
Genom karyotypning fann vi fyra maligna kulturer (tre glioblastoma
multiforme (GBM), ett jattecellsgliom) och en kultur med normala celler.

Cellkulturer bestrilades med !'3’Cs-gammastrilning vid absorberade
dosnivaer pa respektive 0, 20, 40, 60, 80, 100 och 120 Gy. Fraktioner av icke
prolifererande celler undersoktes med *H-tymidin-inkorporerings assay och
fraktionen av livskraftiga celler undersoktes med MTT-inkorporerings analys.

3H-Thymidine incorporation assay MTT-assay
1.004 W 1,00 4 ' '
: Average GBM E ' ;
0.103 + + ;
; 0.10 3 e
0013 1 Average GBM
- ————— ——— 0.01 T T T T T T T T T T T
0O 20 40 60 80 100 120 = 0 o9 40 60 80 100 120
Absorbed dose/Gy Absorbed dose/Gy
FigurlIl-3-1a *H-tymidin- Figur II-3-1b  MTT-assay
inkorporeringsassay
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I Figur II-3-1 visas medelviardena av data som erhoélls frdn tre GBM-
cellkulturer anpassade till en exponentiell modell. Resultaten 1 Figur 3-1a visar
att en viss andel celler 1 vira experiment fortsdtter att proliferera efter att ha
tatt absorberade doser pa mer dn 30 Gy. De flesta modeller {or celloverlevnad
tar inte hdnsyn till denna andel celler, som fortfarande prolifererar dven vid
mycket hoga virden (120 Gy) pa den absorberade dosen. I var modell lagger
vi till en term 88 till den traditionella ekvationen for celléverlevnadsfraktionen
S enligt foljande:

S = ne PP 4 58
Dar

S ar overlevnadsfraktionen,

Dy dr den genomsnittliga absorberade dosen for vilken
overlevnadsfraktionen S=1/e=0,37,

D éar den administrerade absorberade dosen,

n &r extrapoleringstalet vid D=0 som 1 var modell kan tolkas som
fraktionen subletala hindelser och

OS dr extrapoleringstalet vid odndlig absorberad dos som kan tolkas som
antingen ett metodologiskt osdkerhetstal eller en fraktion av
hoggradigt strdlningsresistenta celler (stamceller?).

Medelviardena for MTT-assyens experimentella parametrar var:
N = 0,86 +/-0,10
Do=12,4 +/- 3,2 Gy
dS= 0,14 +/-0,03

Proliferations hastigheten studerades genom inkorporering av >H-
Tymidin. Medelviardet av proliferationsdata erhéllna frdn tre GBM-
cellkulturer anpassades till den exponentiella modellen gav

n = 0,943 +/- 0,005
Do= 5,8+4/-0,5 Gy
oS = 0,057 +/- 0,005

Ingen utvixt av plétterade celler observerades efter 4 veckor vid en
absorberad dos pd 100 Gy. Denna absorberade dos rekommenderas for
bestrdlning av 2x10° gliomceller for anvindning vid klinisk immunisering.
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Vid konventionell strilbehandling med upp emot 80 Gy i tuméren kan
ca 5% vitala stamceller av tumoren atersti, som inom ca 12 manader
skulle kunna utveckla recidiv.

For att uppnd komplett remission Kkridvs tydligen en alternativ
behandlingsstrategi, som t.ex. intermittent stralterapi i kombination med
immunoterapi (BRRP anm).

Weathers, och medarbetare rapporterade 2025 resultaten fran en
prospektiv fas I/II-studie med en enda behandlingsarm avseende forbéttrad
total Overlevnad 1 en anti-PD-L1-behandlad kohort av nydiagnostiserade
glioblastom patienter, och &r associerad med distinkta immun-, mutations- och
tarm-mikrobiom egenskaper (Weathers et al., 2025).

Deras fas I/ll-studie (studienummer: NCT03174197) syftade till att
utvirdera effekten av samtidig behandling med Atezolizumab (anti-PD-L1)
och standardstrédlbehandling och Temozolomide (TMZ) f6ljt av adjuvant
Atezolizumab och TMZ hos 60 nydiagnostiserade glioblastompatienter
(GBM).

Samtidig anvidndning av Atezolizumab (anti-PD-L1) med standard
stralbehandling och Temozolomide TMZ var tolererbar och visade samma
totala Overlevnad som 1 tidigare publicerade studier for nydiagnostiserad
GBM.

De utnyttjade genomiska, transkriptomiska och multiplexa immuno-
fluorescerande metoder pd tumorer, savdl som metagenomisk analys av
avforingsprover for att identifiera korrelationer av differentiellt kliniskt utfall
till standardbehandling plus anti-PD-L1 behandling.

Vid djupare undersokningar, med bade odvervakade och Overvakade
analyser, observerades specifika molekyldra egenskaper som utmirkte

patienter som uppnadde en lingre 6verlevnad OS med anti-PD-L1-behandling
(Weathers et al., 2025).

Samtidig anvindning av Atezolizumab (anti-PD-L1) med standard
strialbehandling och TMZ var tolererbar, men visade total 6verlevnad i
linje med andra publicerade studier for nydiagnostiserad GBM. Men
hogre totaloverlevnad observerades i en undergrupp med specifika
molekylira egenskaper.
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Standardstralbehandling och TMZ i kombination med enbart anti-
PD-L1 verkar inte ge niagon storre effekt pa 6verlevnaden hos patienter
med nydiagnostiserad GBM (Weathers et al., 2025).

Zoi, och medarbetare presenterade 2025 en klinisk granskning av
immunterapi for glioblastom med fokus p4 PD-1/PD-L1-hdmmare (Zoi et al.,
2025).

Glioblastom &dr den vanligaste och mest dodliga typen av tumor i centrala
nervsystemet, med en genomsnittlig 6verlevnad pd 15 méanader efter forsta
diagnos.

Immunkontrollpunktshdmmare (ICI) har undersokts i stor utstrackning for
sin formaga att utnyttja immunsystemet for att bekdmpa tumorer. Deras effekt
varierar dock mycket beroende pa tumortyp. Vid glioblastom har PD-1/PD-
L1-immunterapi undersokts 1 olika studier; den unika immunsuppressiva
miljon 1 hjdrnan. Néirvaron av blod-hjdrnbarridren samt den stora
intratumorala heterogeniteten har dock begrédnsat dess effekt avsevirt. For att
forbéttra den kliniska effekten av ICI dr det viktigt att fordjupa sig 1 de olika
faktorer som paverkar svarsfrekvensen vid GBM.

Zo1, och medarbetare sammanfattar de vanligaste orsakerna till resistens
mot anti-PD-1/PD-L1-immunterapi samt mojliga sitt att oka dess effekt,
sarskilt genom kombination med andra terapeutiska medel 1 preklinisk och
klinisk milj6. Vidare ger de en inblick 1 de mest lovande metoderna for att
modulera blod-hjdrnbarridren, samt den vidxande rollen for molekylér
avbildning och radiogenomik inom detta omrade (Zoi et al., 2025).

Zoi, och medarbetare betonar ocksd vikten av att bekimpa den
immunsuppressiva effekten i GBM's mikromiljo (TME).

Med hypo-fraktionerad strilterapi i kombination med CTLA-4
himmare uppnis en effektiv dimpning av den immunsuppressiva
effekten frin MDSC och T vilket 6kat den immunogena tumor-
cellsdoden med PDI1-himmare aktiverade effektor T-celler (CTL).
(BRRP anm.)

De Martino, och medarbetare rapporterade 2025 att langvarig immunitet

genereras 1 murina GBM-modeller med bestrilat glioblastom 1 kombination
med dubbel blockad av PD-1 och CTLA-4 (De Martino et al., 2025).
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Glioblastom (GBM) aterkommer dock ofta, vilket tyder pd att
konventionell strdlbehandling inte fungerar tillfullo vid denna sjukdom.
Forutom resterande stamceller kan en mojlig forklaring vara bristen pa
immunstimulering di standard strdlbehandlingsregim anvinds mot GBM.
Hypo-Fraktionerad stralbehandling (RT) kan emellertid frigéra pro-
inflammatoriska signaler for att sétta igdng ett antitumorimmunsvar (Sharabi
et al., 2015, Goffart et al., 2017).

De Martino, och medarbetare testade formagan hos nédgra alternativa stral-
fraktionerings schema att framkalla typ I-interferon (IFN-I)-svar, och
undersokte dess synergi med immunterapi (IT) for att wutlosa
antitumdérimmunitet mot GBM.

Radiation ~ Tumour cells CD#-Teells

IRF3 @
IRF3 4»
i | TBK1
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Figur I11-3-2
Stralbehandling av tumorceller aktiverar cGAMP-syntasvdgen via den
cytoplasmatiska DNA-sensorn cGAS och stimulerar IFN-gener (STING) vilket
effektivt aktiverar CD8" T-celler (Cytotoxiska T-Lymfocyter, CTL)
Forkortningar i figuren
e AMP Adenosinmonofosfat;
e GMP Guanosinmonofosfat;
e cGAMP, cykliskt GMP-AMP;
e CcGAS, cykliskt GMP-AMP-syntas;
e dsDNA, dubbelstrangat deoxiribonukleinsyra;
e IFN-1, typ l-interferon;
e |RF3, interferonreglerande faktor;
e P, fosfatgrupp;
e TBKI, TANK-bindande kinas 1.
(Gu et al., 2025)
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Stralbehandling av tumorceller inducerar DNA-skador 1, vilket leder till
dubbelstrangsbrott (dsDNA). Under reparation av dsDNA-brott bildas
instabila mikrokarnstrukturer, vilket frigér avvikande dsDNA i cytoplasman.
Detta frimmande dsDNA kinns igen av den cytoplasmiska DNA-sensorn
cGAS, som katalyserar syntesen av budbdraren cGAMP med hjélp av ATP
och GTP. Cykliskt GMP-AMP (cGAMP) translokerar sedan till det
endoplasmatiska retikulum och binder dir till proteinet STING (Stimulator of
interferon genes), vilket aktiverar signalvigen kirnfaktor-kB (TBK1) till IFN-
1 regulatorisk faktor-3 (IRF3). Denna aktivering inducerar produktion av typ-
1 Interferon (IFN-1) och andra inflammatoriska faktorer, vilket effektivt
aktiverar CD8 T-celler (Cytotoxiska T-Lymfocyter, CTL) och forstarker
deras cytotoxicitet mot tumorceller. De Martino, och medarbetare bestrélade
in 2vitro tre murina GBM-modeller

e dels med en enda fraktions bestrdlning av 20 Gy
e dels med. 3 dagliga stralfraktioner av 3x8 Gy (totalt 24 Gy)
e dels med 5 dagliga fraktioner av 5x6 Gy (totalt 30 Gy).

Scheman med fraktionerad strilning visade sig vara de mest effektiva i
att generera dubbelstrangbrott i DNA, som 1 sin tur frisétter [IFN-I-relaterade
cytokiner som aktiverar aktiverar CD8'T-celler (Cytotoxisk T-Lymfocyt,
CTL) och forstiarker deras cytotoxicitet mot tumorceller.

Jamforelse av olika strédlningsregimer in vivo visade att 5 X 6 Gy ger bést
kontroll av GBM 1 de tre testade GBM-modellerna. Tilligg av anti-PD1 eller
anti-CTLA4 var for sig som ett immunogent tillagg till bestrdlning forldngde
dock inte dverlevnaden hos mossen.

Daremot frimjades expansionen av CD8 T-celler hos bestralade moss av
immunogent tilligg med gemensam blockad med PD-1 plus CTLA4 vilket
formedlade immunologiskt minne mot GBM (De Martino et al., 2025).
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hypo-fraktionerad

stralbehandling kombinerad med endast en immunogen substans inte ar
tillracklig for att utveckla ett tillrickligt starkt antitumorimmunsvar i

GBM-maoss. Diremot lyckas hypo-fraktionerad stralbehandling (5x6 Gy)
i kombination med tvi immunogena substanser (anti-CTLA4 + anti-PD1)
att overvinna immunsuppression av GBM och ge 100% kompletta
remisssioner (De Martino et al., 2025).

Control

MRI d17

Figur I1-3-4

MRI image on day 17

(De Martino et al., 2025)

RT 5 x 6 Gy aPD1+aCTLA4
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MRI image day 100
Post-tumor cell implantation
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De Martino, och medarbetare visade att det hos bestrialad GBM Kkriivs
blockad av bide PD-1 for expansionen av proliferativa T-celler och
CTLA4 for en effektiv dimpning av den immunsuppressiva effekten fran
MDSC och Treg. De rapporterar om komplett remission hos GBM
bestrilad med 5 fraktioner med 6 Gy per daglig fraktion i kombination
med PD-1 och CTLA-4, vilket motiverar for planering av kliniska forsok.

Preoperativ iRT med 8 Gy + Kirurgi i kombination med anti-CTLA4
+ AntiPD1-immunterapi foljt av intermittent strilbehandling med en
veckovis 6 Gy-fraktion mellan fem veckovisa stralfraktioner och
immunterapi i tidsintervallen, eller med det antal fraktioner och
strilfraktionsdos som forvintas ge komplett remission.

Detta verkar vara en intressant studie dven for behandling av
immunresistenta sk. ’kalla” tumorer (BRRP anm.)
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Sammanfattning Kapitel 11-3

Flera kliniska studier av Pre-operativ stralbehandling vid hjarnmetastaser
visar positiva resultat med pre-operativ stereotaktisk radiokirurgi (SRS) som
kan ges sdkert fore tumor-resektion.

Pre-operativ strdlbehandling ger lika eller béttre tumdrkontroll jamfort
med postoperativ strdlbehandling.

Pre-operativ strialbehandling vid glioblastom i kombination med
immunterapi

Strdlbehandling kan stimulera immunforsvaret genom att frigéra
tumorantigen som aktiverar T-celler(CTL) och skapar ett systemiskt
antitumorsvar.

Prekliniska studier i kombination med immunterapier som PD-1-hdmmare och
CTLA-4-hammare skulle kunna forstirka denna effekt och ge kompletta
remissioner.

Sammanfattningsvis kan stridlbehandling av hjirntumoérer med 5x6 Gy
fore kirurgi, siarskilt nar den kombineras med molekylir diagnostik och
immunterapi, vara sikrare och effektivare in dagens standard dir
konventionell stralbehandling ges efter operationen,

Forskningen tyder pa att denna strategi kan bli ett nytt
behandlingsparadigm, men randomiserade kliniska studier behovs for
att stadfista metoden.

Preoperative RT + Surgery

Figur 11-3-5

+ Intermittent Radiation and Immuno Therapy Forslag till
RT: Radio therapy (6-8 Gy) per weekly fraction intermittent
IMU: Immunotherapy. Anti-CTLA4, Anti-PD1, Anti-PDLI strdl-behandling

1 kombination
med immuno-

b | terapi for
i i 6-8 GVIMU Ay 5 e behandling
av immuno-
AntiCTLA4 + AntiPD1 ARtiCTLA-4 + AntiPD1 ANtiCTLA-S + AntiPD1 resistenta s.k.
week 1 ek 2 ST ”kalla” tumdrer
(BRRP anm.).
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Kapitel 11-4
Pre-kirurgisk Strialbehandling
och Immunoadjuvant Hypertermi

I1-4.1 Kombinations stralbehandling med Hypertermi

Klinisk erfarenhet av hypertermi i Lund

Hittills har kombinerad behandling med ldgdos (30Gy) konventionell
stral-behandling och hypertermi tilldmpats pé cirka 100 patienter i Malmo och
Lund. Vid behandlingstillfallet hade dessa patienter ytliga, lokala éterfall av
tumorer eller metastaser, trots tidigare etablerad behandling.

Den totala absorberade straldosen pd 30 Gy (10 fraktioner a 3 Gy per dag)
och mikrovags-hypertermibehandling med 41-44 °C under 45 minuter, har
varit densamma for varje behandling.

I de fall déir patienterna har haft mer dn en ytlig tumor behandlades
vanligtvis den minsta tumoren endast med strdlbehandling, enligt samma
fraktionerings-scheman som vid den kombinerade behandlingen (Lindholm et
al., 1982a)

Frén augusti 1980 till november 1984 behandlades 85 utvirderbara ytliga
recidiv av maligna tumorer, framst adenokarcinom (78 %), hos 38 patienter.
Behandlingen gavs 1 tvad veckor, med antingen kombinerad lokal hypertermi,
41-45 °C 1 fyra sessioner, och lagdosstralbehandling, 30,0 Gy (CRE = 13,1),
eller enbart samma lgdos-stralbehandling. Hypertermi inducerades alltid
strax efter strdlbehandlingen externt med mikrovagor pa 2450 MHz eller 915
MHz.

Totalt 57 tumorer fick kombinerad behandling med ett komplett svar (CR)
pa 46 % respektive ett partiellt svar (PR) pa 30 % (duration 1-38 ménader).

Hos 18 patienter med 2—10 ytliga tumdrer vardera anvéndes 56 tumorer i
en jamforande studie som jimforde effekten av kombinerad hypertermi och
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lagdos strdlbehandling jamfort med enbart samma ldgdos stralbehandling.
Patienterna var deras egna kontrollpersoner. Den totala svarsfrekvensen var
89 respektive 50 % 1 de tva behandlingsgrupperna. Skillnaden 1 svarsfrekvens
ar signifikant (p = 0,0039) till férdel for den kombinerade behandlingen, och
detta observeras dven ndr man jimfor endast fullstindiga remissioner (p =
0,0027). Multipel logistisk regression visade att foljande faktorer hade
prognostisk betydelse

» tidsintervallet mellan den tidigare givna standard stralbehandlingen och
den aktuella RT+HT-behandlingen (p=0,0002)

* medelvirdet av  minimitemperaturen  for den  "bdsta"
hypertermibehandlingen (p=0,0078)

» CRE-virdet for den aktuella RT-behandlingen (p=0,0090)

Véra data indikerar sdledes att den genomsnittliga minimitemperaturen for
den "basta" hypertermibehandlingen ar den viktigaste termiska faktorn for
fullstindigt tumorsvar vid  hypertermibehandling 1 kombination
stralbehandling (Lindholm et al., 1982a, Lindholm et al., 1985, Lindholm et
al., 1982b, Lindholm et al., 1995).

Klinisk erfarenhet av hypertermi med strialbehandling

Huilgol, rapporterade 2010 resultaten frdn en randomiserad studie av
hypertermi med stralbehandling vid behandling av lokalt avancerad huvud-
och halscancer (Huilgol et al., 2010).

Huvud- och halscancer dr den vanligaste orsaken till cancerdddlighet hos
mén 1 Indien. Kirurgi, strdlbehandling ensamt eller 1 kombination har varit
grunden for behandlingsstrategier. Kemoterapi och strdlbehandling har blivit
standardbehandling for de flesta typer av huvud- och halscancer. Denna
strategi har fordelen att den bibehaller bade struktur och funktioner, om an
med okade akuta och fordrojda biverkningar.

Stralbehandling (RT) med hypertermi (HT) kan emellertid uppni samma
mal utan ytterligare toxicitet. HT levererades med en modifierad Thermatron,
en radiofrekvens-maskin (RF) som arbetar pé 8,2 MHz.

Huilgol, et al randomiserade 56 patienter till enbart stralbehandling (RT)
eller RT-hypertermi (RT+HT)-armen. Tjugosex patienter inkluderades 1 RT-
armen och 28 patienter 1 RT-HT-armen. Bada grupperna var jamnt matchade
vad giller &lder, kon och stadium. Patienter 1 bdda armarna fick
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stralbehandling med en total dos pa 66—70 Gy under 6,57 veckor. Patienterna
1 studiegruppen (RT+HT) fick veckovis HT som varade i 30 minuter.

Fullstindigt svar observerades hos 42,4 % i gruppen som fick enbart RT,
jamfort med 78,6 % 1 (RT+HT)-gruppen. Skillnaden var statistiskt signifikant
(< 0,05). Kaplan-Meir-analys av oOverlevnad visade ocksa en signifikant
forbéttring till formén for RT+HHT. Inga dosbegrinsande termiska brannskador
och 6verdriven slemhinne- eller termisk toxicitet registrerades.

Radiofrekvensbaserad uppviarmning (rfHT) kombinertad med stral
behandlinning av huvud- och halscancer ar battre dn enbart RT. Resultaten
av deras studie indikerar att hypertermi kan anvindas som en adjuvant
behandling med strilterapi.

Overgaard, och medarbetare publicerade 2024 en randomiserad
multicenter studie av European Society for Hyperthermic Oncology ESHO-
1-85: "Hypertermi som adjuvans till stralbehandling vid behandling av lokalt
avancerad brostcancer" (Overgaard et al., 2024).

ESHO-1-85 ér en icke tidigare publicerad 30 ar gammal randomiserad
klinisk studie av effekten fran adjuvant hypertermi-stralbehandling av lokalt
avancerad brdstcancer. Studien med over 150 patienter visade att adjuvant
hypertermi signifikant forbattrade lokal kontroll och cancerfri 6verlevnad.
Resultatet var relaterat till uppvarmningens kvalitet. Behandlingen tolererades
val.

ESHO-protokollet 1-85 dr en randomiserad multicenterstudie initierad av
European Society for Hyperthermic Oncology med syftet att undersoka vérdet
av hypertermi (HT) som adjuvans till strdlbehandling (RT) vid behandling av
lokalt avancerad brostcancer. Studien dr en av de storsta studierna av
hypertermi vid stradlbehandling men har inte tidigare publicerats.

Mellan februari 1987 och november 1993 inkluderades 151 patienter.
Tumorerna stratifierades efter institution och storlek (T2-3/T4) och
randomiserades till att fa enbart stralbehandling (2 Gy/fx, 5 fx/vecka) till en
total absorberad dos pa 6570 Gy, inklusive, eller samma stralbehandling f6ljt
en gang 1 veckan av hypertermi med 43°C 1 60 minuter.

Stralning gavs med fotoner eller elektroner av hog energi. Det priméra
effektmattet var thallande fullstindigt svar (lokal kontroll) 1 det behandlade
omrédet.
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Totalt 146 tumdrer hos 142 patienter var utvarderbara, med en median
observationstid pad 19 ménader. Sjuttio tumorer randomiserades till enbart
stralbehandling och 76 till strdlbehandling 1 kombination med
hypertermibehandling. Storleken var T4 1 92 respektive T2-3 1 54 tumdrer.
Foljsamheten till strdlbehandling var god, dér alla utom 4 patienter fullfyllde
den planerade stralbehandlingen. Toleransen mot virmebehandling var
hyfsad, men associerad med méttlig till svir smérta och obehag i 15 % av
behandlingarna. Hos 84 % av de uppvéarmda patienterna uppnddde minst en
viarmebehandling maéltemperaturen, men temperaturvariationen var stor.
Tillsats av viarme 6kade inte signifikant de akuta eller sena strilreaktionerna.

Sammantaget var den 5-ariga aktuariella lokala felfrekvensen av

e enbart strdlbehandling 68 % jamfort med
e stralbehandling + HT 50 %, p = 0,04.
Femars-overlevnaden hos patienter utan sjukdom (DFS) var
e 36% hos de som fick strdlbehandling 1 kombination med + HT
e 19% hos de som enbart fick stralbehandling, p = 0,021).

Denna randomiserade multicenterstudie som undersokte tilligg av en
veckovis hypertermibehandling till strdlbehandling av patienter med lokalt
avancerad brostcancer visade signifikant forbdttrad overlevnad vid 5-érs
tumorkontrollen och gav fler patienter som dverlevde fria fran cancer.

Resultaten bekriftar siledes den potentiella kliniska nyttan av
strialbehandling i kombination med hypertermi.

Notter och kollegor presenterade 2020 en utvérdering av terapeutiska
resultat av kombinerad infrarddinducerad hypertermi (WIRA) och hypo-
fraktionerad &ter-bestrdlning vid behandling av lokalt brdstcanceréterfall
(Notter et al., 2020).

Hoga totala svarsfrekvenser med fullstindiga remissioner uppnaddes dven
1 stora tumorer efter applicering av kontaktlos, termografikontrollerad vatten-
filtrerad infrar6d ytlig hypertermi (wWIRA), omedelbart foljt av hypo-
fraktionerad ldgdos-aterbestralning, bestiende av 4 Gy en gang i veckan upp
till en total dos pd 20 Gy (dvs intermittent RT).

Effektiv tumorkontroll hos patienter som lider av inoperabel lokalt
aterkommande brostcancer (LRBC) i tidigare bestralade omraden med totala
doser pa 60-66 Gy kan saledes framgangsrikt aterbehandlas med hypo-
fraktionerad lagdos-bestralning (4 Gy) 1 kombination med ytlig hypertermi.
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Jaimforbarheten av  kliniska data mellan olika kombinerade
behandlingsregimer for hypertermi (HT) 1 kombination med strdlbehandling
(RT) hdmmas dock av de mycket individuella egenskaperna hos
aterkommande bréstcancer (LRBC).

Tumorstorlek, som varierar fran mikroskopiskt smé lesioner till storskalig
cancer en cuirasse, beskrivs som en av de viktigaste prognostiska faktorerna.
I kliniska studier och analyser av LRBC har tumorstorlek hittills rapporterats
pa ett mycket heterogent satt. Diarfor utvecklade Notter en egen
storleksklassificering for utvdrderingen av de 201 patienterna som
inkluderades 1 studien.

Storleksklassificeringen visar sig vara vdl genomforbar och mdjliggor
beddmning av fordelarna och begriansningarna med kombinationen HT+RT
vid behandling av olika tumorstorlekar. Den forbéttrar ocksa jamforbarheten
av data och stratifieringen av prognosgrupper, vilket hjélper till att vigleda
beslutet mellan behandlingens kurativa och palliativa syfte.

Med hjilp av denna klassificering resulterar den retrospektiva analysen av
201 patienter behandlade med icke-kontakt, termografistyrd wIRA-HT,
omedelbart f6ljt av Intermittent strdalbehandling 1 5 veckor med 4 Gy, en gang
1 veckan, 1 en hog klinisk total responsfrekvens och en tillfredsstillande lokal
kontrollfrekvens dven 1 stora tumorer av LRBC. Lag toxicitet mojliggor
upprepad aterbestrilning vid nya skov.

Tumor-responsfrekvensen for fullstindiga remissioner (CR-frekvens)
minskade med okande tumdérutbredning:

76 % i rKlass I, tumérutbredning < 100 cm?

61 % i rKlass II, tumorutbredning >100 cm?

36 % 1 rKlass III&II + tumor pa kontralateral brostvagg eller bukvigg
1 CR i rKlass IV&III + tumor pa ryggen.

P4 liknande sitt korrelerade den partiella tumorresponsfrekvensen (PR-
frekvens) med tumdorstorlek.

Den objektiva tumor-responsfrekvensen OR (CR + PR) var

100 % 1 rKlass I och
97 % 1rKlass II,
97 % 1rKlass III,
85 % 1rKlass IV
(Notter et al., 2020).

145



Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi: Nista generation av tumoérbehandling?

Tabell II-4-1 Sammanfattning av resultaten av olika behandlings regimer

Target X D Y Z CR% Ref
Brost Ca Rec <100 cm? 5 4 7 wIRA 76 1
Brost Ca Rec >100 cm? 5 4 7 wIRA 50 1
Huvud hals SCC recidiv 3 8 7 PD-1 50 2
Lunga NSLC 2 8 7 PD-1 27 3
Prostata primdar UHFRT 7 6 1,4 HFRT 65 4
Prostata primar Conv.RT 39 2 0,3 CF 72 4
Brost Ca Recidiv RT+HT 15 2 0,3 mwHT 71 5
Huvud hals 35 2 0,3 RT 43 6
Huvud hals 35 2 0.3 RT+HT 79 6

X: Antal RT fraktioner
D: Absorberad dos (Gy) per RT fraktion
Y: Tidsintervall mellan RT fraktionerna (dagar)
Z: Typ av extra behandling
WIRA : Vattenfiltrerad infrardd ytlig hypertermi ()
PD-1 : Immunoterapi Anti-PD1
mwHT : Mikrovags inducerad hypertermi
CR%: Behandlingsresultat:
CR%: Procent kompletta remissioner, Symptomfri dverlevnad
Ref, : Referenser
1. (Notter et al., 2020)
2. {Koukourakis, 2023 #3
3. {Filippatos, 2023 #6}
4. (Persson et al., 2024)
5 (Lindholm et al., 1995)
6 (Huilgol et al., 2010)

Sammanfattningsvis indikerar resultaten 1 Tabell I[I-4-1 att hypertermi
kombinerad med strdlbehandling ger behandlingsresultat som Overtréaffar
kombinationen strélning och ICI immun-kontrollpunkts terapi.

Detta motiverar kliniska studier av prostatacancer behandling med
veckovis Intermittent strdlbehandling med 6 Gy per fraktion och hypertermi
mellan stralfraktionerna, Kanske racker 3 veckors behandling for hog andel
kompletta remissioner. Det finns redan klinisk utrustning for trans-uretal
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mikrovdgs inducerad hypertermi som anvéinds for behandling av benign
prostatahyperplasi.

Det finns dven omfattande klinisk erfarenhet av djup hypertermi i
kombination med stralbehandling i Schweiz (Stutz et al., 2022).

Kanske kan kombinationen hypertermi med intermittent
fraktionerad stralterapi erbjuda en renidssans for 1980-talets
hypertermi-era?? Med en sidan behandling skulle man undvika hoga
kostnader och biverkningar av kontrollpunkts ICI-Immunoterapi.

Dessutom frigors ytterligare stridlbehandling kapacitet. (BRRP
anm.)

Goda behandlingsresultat av ytlig aterkommande brostcancer har
rapporterats med kombinerad konventionell lagdosstrdlbehandling och
mikrovédgsinducerad hypertermi. En jamforelse av den terapeutiaka effekten
mellan kombination av stralbehandling med antiPD1 och Hypertermi visar sig
Hypertermi vara battre. Dérfor skulle adjuvant hypertermi ocksd kunna
overvdgas 1 kombination med ultra-hypo-fraktionerad strdlbehandling
(UHFRT) (Persson, 2025).

I1-4.2 Immunoadjuvant Hypertermi

Kusmartsev, och Gabrilovich sammanfattade 2006 omogna
myeloidcellers (iMC) roll 1 mekanismer for immunosuppression vid cancer
(Kusmartsev and Gabrilovich, 2006).

Tumorer paverkar myelopoiesen genom att hdmma processen for
differentiering och mognad av antigenpresenterande celler fran deras
myeloidprekursorer. Dessa omogna myeloidceller kan bidra starkt till
tumorprogression och framja tumorens formaga att undvika immunattacker:

e genom att hdmma utvecklingen av adaptiva immunsvar mot
tumorer 1 lymfoida organ;

e genom att migrera till tumdrstillet och differentiera dar till
starkt immunsuppressiva tumorassocierade makrofager.

Omogna myeloidceller och tumodrassocierade makrofager anvénder olika
JAK/STAT-signalvagar och olika mekanismer for att kontrollera T-
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cellsresponser. Detta bidrar till 6kad produktion av TGF-beta, reaktiva
syreradikaler (ROS), peroxynitriter, samt 6kad L-argininmetabolism.

Forstaelse av vilka mekanismer som tumdrer anvdnder for att paverka
differentieringen av antigen-presenterande celler (APC) fran myeloidcells
prekursorer och hdmma T-cellsresponser, kan bidra till att utveckla nya
metoder for cancerbehandling och avsevirt forbéttra effektiviteten hos
befintliga cancer vaccinations-strategier.

Vitamin A eller Retinsyra kan till exempel stimulera differentiering
av myeloidprogenitorer till myeloida dendritiska celler .

Fysiologiska koncentrationer av All-trans Retinsyra (ATRA) inducerade
in_vitro-differentiering av iMC frdn tumorbdrande moss till myeloida
dendritiska celler (Kusmartsev and Gabrilovich, 2006).

In vivo-administrering av ATRA minskade signifikant nirvaron av iMC i
tvd olika testade tumormodeller. Detta orsakades inte av direkt
antitumoreffekt av ATRA eller minskad produktion av tillvaxtfaktorer av
tumorceller. Experiment med adoptiv Overforing visade att ATRA
differentierade iMC in vivo till mogna dendritiska celler, makrofager och
granulocyter.

Minskad forekomst av iMC hos tumérbarande moss forbattrade mérkbart
CD4"- och CD8"-medierat tumorspecifikt T-cellimmunsvar. Kombinationen
av ATRA med tva olika typer av cancervacciner 1 tva olika tumdérmodeller
forlingde signifikant den antitumormaissiga effekten av behandlingen
(Kusmartsev and Gabrilovich, 2006).

Kusmartsev, och Gabrilovich’s data tyder pa att eliminering av
omogna myeloidcellers (iMC) med All-trans Retinsyra (ATRA) kan
oppna en mojlighet att forbittra effekten av cancervacciner ovh annan
immunterapi (Kusmartsev and Gabrilovich, 2006)..

Skitzki, och medarbetare diskuterade 2009 hypertermi som en
immunterapistrategi for cancer (Skitzki et al., 2009)

Anvindningen av hypertermi som ett komplement till cancerimmunterapi
stods av ett Okande antal forskningsdata. Bdde prekliniska och kliniska
dataresultat har visat forbattrade antitumdérimmunsvar med tilligg av mild
hypertermi. De molekyldra mekanismerna som &r ansvariga for den
forbattrade immunreaktiviteten som observeras i1 ndrvaro av hypertermi
inkluderar generering av Heat Shock Protein (Hsp), aktivering av
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antigenpresenterande celler och forbattrad lymfocyt transport. Att forstd dessa
hypertermi inducerade processer kan tjina som grund for att analysera
nuvarande kliniska provningar, samt utforma framtida prévningar inom
cancerimmunterapi.

Hurwitz, diskuterade 2019 kliniska mojligheter med hypertermi och
immunterapi (Hurwitz, 2019).

Hypertermi har ett stort 16fte om att frimja immunterapi vid behandling av
cancer. Flera studier har visat fordelar med att tilligga hypertermi till
stralbehandling eller kemoterapi vid behandling av vitt skilda maligniteter.

P& liknande sédtt har prekliniska studier visat hypertermiens forméga att
forbdttra cancer-immunterapicykeln, inklusive stimulering av tumorspecifik
immunitet. Aven om det nyligen har funnits ett omfattande fokus pa att
forstarka immunterapi med stralbehandling, har det forvanansvart nog hittills
inte funnits ndgra kliniska studier som utvdrderar kombinationen av
hypertermi och immunterapi. Studien av hypertermi med immunterapi &r
sarskilt Overtygande ndr den betraktas 1 samband med ett nytt
behandlingsparadigm for denna anti-neoplastiska modalitet. Nya koncept
inkluderar immunterapi och mojligheten att applicera viarme upprepade
ginger med immunterapier.

MacDonald, och medarbetare jamforde 2021 olika strategier for reduktion
av termisk stress som paverkar MDSC-ackumulering hos tumdorbérande mdss
(MacDonald et al., 2021).

Myeloida suppressorceller (MDSC) dr en samling immunceller som
undertrycker antitumorimmunsvar. Minskad MDSC-ackumulering i tumor-
mikromiljon kan forbittra antitumorimmunsvaret och forbéttra immunterapin.
Effekten av fysiologiskt relevanta termiska behandlingar pa ackumuleringen
av MDSC undersoktes 1 tumdrer hos moss. ™

MacDonald et al. fann att olika temperaturbaserade protokoll, inklusive

1) veckovis hypertermi behandling av hela kroppen,
2) att hilla moss vid deras termoneutrala temperatur (TT, ~30 °C), och

3) att halla kontrollmdss vid en subtermoneutral temperatur (ST, ~22
OC)
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Samtidigt som de tillhandahaller en lokal virmekélla, resulterade vart och
ett 1 en minskning av MDSC-ackumulering och forbittrad
tumortillvaxtkontroll jamfort med kontrollmdss som holls vid ST, vilket dr
den  standardméssiga, obligatoriska ~ hallningstemperaturen  {or
laboratoriemdss.

Dessutom fann de att ladgdosbehandling med [-adrenerga
receptorblockerare (propranolol) minskade MDSC-ackumulering och
forbattrade kontrollen av tumdortillvaxt i liknande grad som modellerna som
lindrade koldstress.

Deras resultat visar att virmebehandlingar kan minska MDSC-
ackumulering och tumortillvixt jamforbart med propranolol
behandling.

Van Dieren och kollegor presenterade samma ar 2024 en systematisk
granskning av immunologiska synergier for att forstarka stralningsinducerade
abskopala effekter med kombinationen strdlbehandling och hypertermi (Van
Dieren et al., 2024).

Den abscopala effekten dr ett systemiskt immunsvar som kénnetecknas av
metastasregression pa platser langt ifran den bestrdlade lesionen. Deras
systematiska granskning syftar till att utforska de immunologiska mekanismer
som ligger bakom den abscopala effekten och att undersoka hur hypertermi
(HT) kan oOka risken for att strlbehandling (RT) utloser systemiska
antitumorimmunsvar.

Deras granskning indikerar att HT och RT har bdde komplementdra och
synergistiska immunologiska effekter. Bdda metoderna utloser frisdttningen
av farosignaler (DAMP), som framjar cytokin- och kemokinsekretion, vilket
leder till 6kad T-cellsinfiltration 1 tumdren och underldttar immunogen
celldod.

Bada behandlingarna uppreglerar det extracelluldra virmechockproteinet
HSP70, vilket kan {fOrbattra DAMP-igenkdnning av makrofager och
dendritiska celler DC, vilket leder till starkare tumorantigenpresentation och
CTL-medierade immunsvar.

Dessutom kan den kombinerade 6kningen av celladhesionsmolekyler
(VCAM-1, ICAM-1, E-selektin, L-selektin) forbittra leukocytadhesion till
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tumorer, forbéttra lymfocyttransporten och o6ka de systemiska
antitumoreffekterna.

Hypertermi orsakar dessutom vasodilatation och forbattrar blodflodet,
vilket kan forstirka den abscopala effekten. De foresldr kombinationen av
lokal strdlbehandling med omfattande helkroppshypertermi for att optimalt
forbattra chanserna att utlosa den abscopala effekten medierad av
immunsystemet (Van Dieren et al., 2024).

Aven om tuméren och dess mikromiljo (TME) ir starkt immunsuppressiva
pa grund av utsondringen av TGF-B och ndrvaron av MDSC, M2-typ
makrofager och Tregs, indikerar den kombinerade metoden en minskning av
immunsuppressionen (Van Dieren et al., 2024).

Dérfor bor mojligheten att géra den immunsuppressiva tumor mikromiljon
TME mer immunstimulerande undersokas ytterligare. Studier dr motiverade
for att bekrdfta att den immunologiska potentialen hos kombinerad
strdlbehandlling och hypertermi ger hopp for nya innovativa
cancerbehandlingar (Van Dieren et al., 2024).

Abreu, diskuterade 2025 mekanismer for hypertermi vid modulering av
tumorimmunologi for forbittrad immunterapi (Abreu et al., 2025).

Framviéxten av immunterapier har revolutionerat cancerbehandlingen
genom att utnyttja immunsystemet for att rikta in sig pad maligniteter, vilket
ger nytt hopp dér traditionella terapier ofta misslyckas. I detta sammanhang
har hypertermi (HT) &teruppstétt som en lovande tilliggsbehandling som kan
oka effektiviteten av strdlbehandling i kombination med immunterapi.

HT paverkar bdde det medfédda och adaptiva immunsystemet och 6kar
aktiviteten hos immunceller sdsom neutrofiler, NK-celler och dendritiska
celler, samtidigt som det modulerar tumoérmikromiljon (TME) for att frimja
immunogen celldéd (ICD) och minska immunsuppressiva tillstind. Dessa
effekter bidrar till omvandlingen av immunologiskt "kalla" tumorer till "heta"
tumorer, vilket gor dem mer mottagliga for immunmedierad destruktion.

Dessutom kan HT fOrstirka effekten av immunkontrollpunktshimmare
(ICI) genom att forbdttra immuncellsinfiltration, inducera frisittning av
skadeassocierat ~ molekyldrt  monster (DAMP)  och  forbéttra
antigenpresentationen.

Prekliniska och kliniska studier stoder fordelar med kombinationen av HT
med ICI, vilket visar forbéttrade resultat 1 annars resistenta tumorer.
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Emellertid aterstar den fulla terapeutiska potentialen hos de olika teknikerna
som mojliggdr tillimpning av HT att vara helt forstddd, och ytterligare
forskning behdvs for att optimera behandlingsprotokoll, utforska de olika
effekterna av lokal kontra helkroppshypertermi och identifiera biomarkorer
for patientstratifiering.

Hypertermi (HT) verkar ha édteruppstitt som en lovande
immunoadjuvant tilliiggsbehandling som :idven kan oka den
terapeutiska effektiviteten av strialbehandlingen.

HT paverkar biade det medfodda och adaptiva immunsystemet och
okar aktiviteten hos immunceller sisom neutrofiler, NK-celler och
dendritiska celler, samtidigt som det modulerar tumormikromiljon
(TME) for att frimja immunogen celldod (ICD) och minska
immunsuppressiva tillstind.

Dessa effekter bidrar till omvandlingen av immunologiskt "kalla"
tumorer till "heta" tumorer, vilket gor dem mer mottagliga for
immunmedierad destruktion.

Dessutom kan HT forstirka effekten av immunkontroll-
punktshimmare (ICI) genom att forbittra immuncellers infiltration,
inducera frisidttning av skadeassocierat molekylirt monster (DAMP)
och forbittra antigenpresentationen (Abreu et al., 2025).

11-4.3 Synergistiska effekten av hypertermi och
stralbehandling

Stralbehandling (RT) med joniserande strdlning som effektivt dodar
tumorceller och krymper tumoérer é&r fortfarande en hoérnsten 1
cancerbehandling. Under 14ng tid ansdgs emellertid strdlbehandling (RT) inte
vara kompatibel med immunterapi pa grund att strdlningen 1 sig kunde vara
immunsuppressiv.

Duval, och medarbetare rapporterade 2020 att mNP-hypertermi (dvs
magnetiska nanopartiklar-mNP) och hypo-fraktionerad stralning aktiverar
liknande immuno-genetiska och cytotoxiska processer (Duval et al., 2020).
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Studien avser att bittre forstd det immunogenetiska uttrycket och
relaterade cytotoxiska svaren av mattliga men kliniskt relevanta doser av
hypo-fraktionerad stralning (1x15Gy och 3x8Gy) och hypertermi inducerad
med magnetiska nanopartiklar.

Genetiska, protein-, immunopatologiska och bedomningar av tumorens
tillvaxt fordréjning anviandes for att bestimma immun- och cytotoxiska svar
efter strilning och mNPH ensamt och i kombination. Aven om den anvinda
termiska exponeringen med 43°C under 30 min, vanligtvis resulterar 1 mattlig
oberoende cytotoxicitet, har det visat sig att behandlingen dven stimulerar ett
immunsvar och forbidttrar cancer-behandlingen. De studerade straldoserna
(15 Gy och 3x8 Gy) anvénds vanligtvis i preklinisk forskning och dr effektiva
1 utvalda stereotaktiska och palliativa kliniska behandlingsmiljéer, men de
anvinds inte vanligtvis som forsta linjens behandling av priméra tumorer.

Duratn et al’s RN A-baserade genetiska resultat tyder pa att &ven om ménga
av de cytotoxiska och immunologiska gen- och proteinvigarna for stralning
och hypertermi ar likartade, resulterar strdlning, vid de doser som anvénds, 1
en mer konsekvent och expansiv immun-/cytotoxisk uttrycksprofil mot
cancer.

Vid kombinationsbehandling ledde emellertid strilning i kombination
med hypertermi till stérre immun- och cytotoxisk aktivitet dn endera
modaliteten for sig. Immunhistokemiska studier visar pa oOkad
tumorinfiltration av cytotoxiska T-celler (CTL) och minskad tumdortillvaxt .

Duval et al’s studie visar tydligt att blygsamma men vanligt
forekommande hypo-fraktionerade stralnings- och hypertermidoser inducerar
madnga viktiga immun- och cytotoxiska processer och att en kombination av
stral- och hypertermi, jamfort med endera behandlingen for sig, resulterar i
genetiska och biologiska fordelar i kampen mot cancer.

Deras studie identifierade ocksa specifika fordandringar 1 genuttryck som
visar att mNPH inducerar meningsfulla immunstimulerande signaler, mest
signifikant 1 naturliga mordarceller, T-cellsaktivering och apoptotiska
signalvdgar. P4 liknande sitt visade hypo-fraktionerad stralning och
kombinationen med hypertermi 6kad immunsignalering i stort sett i samma
signalvigar (Duval et al., 2020).

Zheng, och medarbetare diskuterade 2023 mekanismer och tillampningar
av strilningsinducerad oxidativ stress vid reglering av cancerimmunterapi

(Zheng et al., 2023).
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Stralbehandling (RT) dr ett effektivt behandlingsalternativ for
cancerpatienter. Genom att RT inducerar produktion av reaktiva syreradikaler
(ROS) och orsakar oxidativ stress (OS) och tumdrcellernas dod. Dessutom
orsakar oxidativ stress inte bara apoptos, autofagi och ferroptos, utan paverkar
dven tumorernas immunsvar.

Rétt kombination av stralterapi och immunterapi kan revolutionera
behandlingen av olika cancerformer. Genom strlningens induktion av ROS
frimjas frisdttningen av tumorassocierade antigener (TAA), infiltrationen och
differentieringen av immunceller. Dessutom manipuleras uttrycket av
immunkontrollpunkter och tumdérernas immunmikromiljo (TME) péverkas.

Zheng, et al. sammanfattar kortfattat sambandet mellan RT-inducerad OS
och antitumdrimmunitet. De sammanfattar ocksd de potentiella mekanismer
genom vilka ROS reglerar immunkontrollpunktsuttryck, immuncellsaktivitet
och differentiering. Slutsatsen blir att det finns en terapeutisk mdjlighet att

forbattra strdlbehandling 1 kombination med immunterapi som fordelaktigt for
klinisk behandling.

I Del II redogors for hur intermittent stralterapi iRT leder till bildning
av neo-anigener frisiattning av tumorantigener och DAMP, vilket
stimulerar immunsvar. Frisittning av viktiga DAMP:er sasom:
Calreticulin (CRT), vilket underlittar fagocytos av dendritiska celler
DO),
ATP, som rekryterar och aktiverar immunceller, och
HMGB1, som interagerar med TLR4 for att aktivera
antigenpresentation
HSP70, ett kritiskt DAMP som 6kar igenkdnningen av
makrofager och dendritiska celler (DC) och forbattrar
presentationen av tumorantigen 1 lymfkortlar,

vilket leder till mer robust cytotoxisk T-ccll-aktivering.

Xi, och medarbetare diskuterade 2024 hur cancerimmunterapi kan
forstiarkas av "dt mig-signalen" DAMP (Xi et al., 2024).

Immunogen celldod (ICD) ar ett unikt sétt att doda celler, vilket kan frigora
immunogena skadeassocierade molekylira monster (DAMP) och
tumorassocierade antigener for att wutlosa langsiktiga skyddande
antitumorimmunsvar. Darfor ar forstirkning av "4t mig-signalen" under
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immunogen tumorcelldod avgorande for framgang med cancerimmunterapi
som behandlingsstrategi (Xi et al., 2024).

DAMP signaler polariserar dendritceller DC och makrofager, vilket
okar upptaget och presentationen av tumorassocierade antigener
(TAA) till CD8 T-celler i lymfkortlar.

Liu, och medarbetare redovisade ingdende 2023 hur strdlbehandling kan
omforma tumormikromiljon for att 6ka immunterapeutisk kénslighet (Liu et
al., 2023).

Cancerimmunterapi har fordndrat traditionella behandlingar, dar immun-
kontrollpunktsblockad (ICI) dr sarskilt framtradande. Enbart immunterapi har
dock minimal nytta vid flera typer av tumorer. Stralbehandling (RT) dodar
inte bara tumorceller utan utloser ocksa frisittningen av proinflammatoriska
molekyler och immuncellsinfiltration, vilket omformar tumoérmikromiljon
(TME). Dérfor forvdntas kombinationen av RT och immunterapi uppné
forbattrad effekt.

Liu et al sammanfattar effekterna av RT pé celluldra komponenter i TME,
inklusive  T-cellsreceptorer, olika T-cellsundergrupper, metabolism,
tumorassocierade makro-fager och andra myeloidceller (dendritiska celler,
omogna myeloid-suppressorceller 1MC, neutrofiler och eosinofiler).
Samtidigt utarbetas dven icke-cellulira komponenter sdsom laktat och
extracelluldra vesiklar.

Righini, och medarbetare beskrev 2024 grunderna for den synergistiska
effekten av hypertermi och stralbehandling (Righini et al., 2024).

Inom cancerbehandling representerar mild hypertermi (HT) en gammal,
men nyligen aterupplivad mojlighet att 6ka effekten av stralbehandling (RT)
utan att 6ka biverkningarna, och dérigenom bredda det terapeutiska fonstret.

HT stor celluldir homeostas genom att verka pa flera mél, och dess
kombination med RT producerar synergistiska antitumorala effekter pé
specifika patofysiologiska mekanismer, associerade med:

e DNA-skada och reparation,
e hypoxi,
e stamcellsnedsittning och
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e immunstimulering.

HT ar dessutom associerat med direkt tumorcellsdodande, sarskilt vid
hogre temperaturnivéer. Ett fenomen av tillféllig resistens mot virme, kant
som termotolerans, foljer varje HT-session. HT 4r dessutom associerat med
direkt tumordédning pd grund av toxisk chock men &dven termotolerans.
Cancerbehandling kridver att innovativa koncept och kombinationer testas,
men for en meningsfull utveckling av kliniska prévningar ar forstdelsen av de
underliggande mekanismerna for de testade modaliteterna avgorande.

Bade HT och RT behandlingarna uppvisar komplementira och
synergistiska effekter pa immunforsvaret, vilket forstirker anti-
tumorresponser genom delade signalvégar. Tillsammans stimulerar de
frisdttningen av DAMP, vilka aktiverar CD8+ T-celler och frimjar
leukocyttransport genom att uppreglera celladhesionsmolekyler.

RT 1 kombination med HT uppreglerar tillsammans leukocyt- adhesion
och forbittrar lymfocyt infiltration 1 tumorer. HT kompletterar RT genom att
orsaka subletal skada, forbéttra blodflodet och skapa en gynnsam TME som
stoder immuncellsrekrytering dven pa avldgsna metastatiska platser.

Bédde HT och RT modaliteterna uppreglerar ocksa extracellulart HSP70,
ett kritiskt DAMP som Okar igenkdnningen av makrofager och dendritiska
celler (DC) och forbéttrar tumorantigenpresentationen 1 lymfkortlar, vilket
leder till mer robust cytotoxisk T-ccll-aktivering. Dessutom forstirker
DAMP-frisdttningen den o©kade tumorcellddden som observerats med
kombinerad HT och RT, vilket ytterligare stimulerar immunsvar.
Kombinationen av HT och RT har betydande potential att generera starkare
systemisk antitumdérimmunitet jimfort med endera behandlingen ensam, pa
grund av deras komplementdra mekanismer och synergistiska effekter pé
immunaktivering, celldod och lymfocyttransport.

Sammanfattningsvis indikerar resultaten i Tabell 11-4-1 att effekten
av HT alternativt ICI immunterapi i kombination med med RT visar
att HT ger biittre terapeutisk effekt in kombination med ICI .

Detta innebidr att Hypertermi skulle kunna ersitta ICI som
immunterapi vid Pre-krurgisk intermittent strilbehandling (Kapitel
IV.2)
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11-4.4 Preoperativ Stralbehandling med hypertermi som
adjuvant immunoterapi.

Den gangse hypertemibehandlingen syftar till att med temperturer upp till
44 °C doda tumorcellerna. Dessa hdga temperaturer dr emellertid associerade
med mattlig till svar smirta och obehag av behandlingarna. Med moderna
Hypertermi behandlings metoder (typ Laser, IR eller magnetiska
nanopartiklar-mNP) skulle Preoperativ Stralbehandling med hypertermi som
adjuvant  immunoterapi kunna utvecklas till en kostnads -effektiv
tumorbehandlings metod.

Kusmartsev's, data tyder pa att eliminering av immunsuppressiva
iMC med ATRA kan oppna en mdjlighet att forbéttra effekten av
cancervacciner och annan immunterapi (Kusmartsev and Gabrilovich,
2006).

Med Pre-operativ neo-adjuvant stralbehandling i kombinaton med
immunoadjuvant hypertermi vid lidgre temperturer boostad med
ATRA eller Propranolol skulle behandlingen kunna bli 4n mer
effektiv och komfortabel for patienten (BRRP anm.).

Preoperative RT + Surgery

+ Intermittent Radiation and hyperthermia

RT: Radio therapy (6-8 Gy) per weekly fraction
HT: Immunotherapy, Anti-CTLA4, Anti-PD1, Anti-PDL1

AL

HT HT 4-8 Gy HT

ATRA ATRA ATRA
Start week 1-4 surgery Following weeks

Figur 11-4-1
Pre-operativ neo-adjuvant stralbehandling i kombinaton med immunoadjuvant
hypertermi boostad med ATRA (BRRP anm.).
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Sammanfattning av Kapitel 11-4:

Detta kapitel handlar om att kombinera Pre-kirurgisk stralbehandling och
hypertermi (virmebehandling) med fokus pd immunologiska effekter.
Hypertermi (HT ca 41-44 °C) gor tumorceller mer kénsliga for stralning (RT).
Kliniska studier visar béttre respons och fler kompletta remissioner med
kombinationen RT+HT jdmfort med enbart stralning (RT) utan att oka
allvarliga biverkningar.

Hypertermi i kombination med strélterapi fungerar som immunforstirkare
(immunoadjuvant) med 6kad aktivitet hos immunceller (Cytotoxiska T-celler,
NK-celler och Dendrit celler). Dessutom stimuleras tumdrens antigena
presentation och frisittning av DAMP-signaler vilket medfor att “kalla”
tumorer blir “heta” (mer immunoreaktiva). Vidare minskar immunh@mningen
1 tumormiljon.

Kombinationen Strélning + hypertermi ger en starkare effekt dn var for sig.
Deras samverkan bidrar till:

« Okad tumércelldod

« Forbattratt blodflode och syresittning
« Minskad tum6r immunsuppression

« Aktivering av immunsystemet

o Okar T-cellsinfiltration i tumdren

I jamforelse med ICI immunterapi kan strlning + Hypertermi vara lika
effektivt eller battre dn stralning + ICI immunterapi (t.ex. PD-1) vilket medfor
att HT kan ersitta eller komplettera ICI immunterapi vilket kan minska
behandlings kostnader och ge féarre biverkningar av ICI
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Sammanfattnings foreslas en Ny behandlingsstrategi med:
Pre-operativ intermittent stridlbehandling + hypertermi som skulle
Kunna:

» Forbattra tumorkontroll fore operation

o Aktivera immunforsvaret

o Minska behov av dyr immunterapi
Mojliga tillagg for att minska tumor suppressionen av omogna MDSC:

o ATRA (vitamin A-derivat)

Kombinationen av intermittent strilbehandling med hypertermi
forbéttrar bide immunogen tumoércellsdod och immunrespons och skulle
kunna bli en central del i nista generations tumorbehandling (se Figur
11-4-1):

”Pre-Surgical Intermittent Radiation Immune Therapy” (PSiRIT)
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Kapitel II-5
Pre-kirurgisk Stril- och El-puls behandling

II-5 Behandling av Tumorsjukdomar med en
kombination av Strialbehandling och Elektriska pulser.

II-5.1 Inledande experiment

Syftet ar att undersoka mojligheten till behandling av tumorsjukdomar
(cancer) med en kombination av joniserande strilning och pulserande
elektriska strommar. Metoden avser att genomfora stralbehandling med korta
intensiva fraktioner med hog strdldos i kombination med pulserande elektriska
falt.

[ en pre-klinisk studie administrerades suboptimal strilbehandling
(4x5Gy) separat eller 1 kombination med elektriska pulser med maximal
faltstyrka pa 1200 V/cm till subkutant implanterade ratt-hjarntumorer pé bada
bakbenen av rittor. Behandlingen upprepades fyra dagar 1 foljd och
utvirderades genom att registrera tumortillvdxthastigheten och undersoka
tumorerna mikroskopiskt.

Tumorerna fargades for faktor VIII/von Willebrand-faktor for att
undersdka effekterna p4 tumdrkirlen. Aven infiltrationen av T-lymfocyterna
CD4" och CD8" studerades i de behandlade tumdérerna studerades.

Strdlning och pulserade elektriska fdlt som applicerades samtidigt
resulterade 1 snabb tumdrregression med signifikant (P<0,01 vs.kontroll)
forlingd 6verlevnad (tumorfri 6verlevnad >80 dagar efter behandling) och en
genomsnittlig frekvens av kompletta remissioner pa 67 %.

Djur som behandlades med antingen enbart strdlning (RAD) eller enbart
pulserade elektriska filt (PEF) visade ingen signifikant forbéttrad 6verlevnad.
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Déremot visade histologisk och immunhistokemisk undersokning av tumorer
behandlade med en kombination av RAD + PEF omedelbara och allvarliga
forsamrande effekter pa tumdrkérl och 6kad infiltration av T-lymfocyter i
tumoren.

Djuren avlivades nir tumoren hade nétt en storlek pa cirka 5 cm?. Den
genomsnittliga tiden till denna hédndelse definierades som "overlevnadstid"
och anges i tabell II-5-1 som genomsnitt for de olika grupperna. Det fanns en
signifikant skillnad (p < 0,05) 1 ”6verlevnadstid” mellan den kombinerade
behandlingen och kontrolldjuren. Fishers exakta sannolikhetstest av 2 x 2
kontingenstabeller anvindes for att berdkna p-vdrden fOr signifikanta
skillnader. Antalet botade fall med kompletta remissioner, var signifikant
storre for PEF+RAD-gruppen jamfort med Ctrl- kontrollgruppen (p = 0,009)
som inte fick ndgon behandling och gruppen RAD (p = 0,03) med enbart
stralbehandling (Persson, 2011).

Tabell II-5-1 Resultat av Stralbehandling 4x5Gy (RAD) och El-Puls terapi med
4x8 pulser pa 1400 V/cm (PEF), var for sig och i kombination (Persson, 2011).

Behandling Overlevnadstid d Antal CR Signifikans
Exclusive CR Djur Efter 80d
Kontroll djur 41,3+1,3 8 0 Ingen | Behandling
RAD 80 = 1,2 5 0 NS
PEF 50 +14,6 4 1 NS
RAD+PEF alla 98,3+ 0,7 9 6 P<0,01 | vs. Kontroll
P<0,05 | vs. RAD

Effekten av strdlbehandling (RAD) i kombination med pulserande
elektriska félt (PEF) visade sig vara en effektiv behandling, sdrskilt for
hogresistenta tumorer (gliom). En tydligt effektiv antitumdreffekt av den
kombinerade behandlingen med elektriska pulser och stralbehandling
observerades dven 1 andra prekliniska studier (Engstrom et al., 2001,
Engstrom et al., 1999, Persson, 2011, Persson et al., 2004).

I1-5.2 Kliniska forsok med Stralbehandling och Elektroporation
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Irreversibel elektroporation, kdnd som IRE, dr en minimalinvasiv kirurgisk
procedur for behandling av svardtkomliga mjukvdvnadstumorer. IRE-
systemet NanoKnife®, som har varit kommersiellt tillgdngligt sedan 2009, ar
FDA-godként f6r behandling av mjukvavnadstumorer.

IRE fungerar genom att destruera tumorer pa cellnivd med hjélp av
intensiva elektriska strompulser som perforerar tumorcellernas membran
varvid cellerna inte Overlever.

El-pulserna appliceras genom elektrod sonder som fors in genom huden.
Ultraljud eller datortomografi hjélper till att styra placeringen av sonderna
exakt till tumorplatsen.

IRE kan anvindas for att behandla manga typer av annars inoperabla
mjukvivnadstumdrer sdsom primdr och metastatisk levercancer samt
viavnadstumorer 1 Lunga, Prostata, Huvud /Hals. Njure och Bukspottkortel.

IRE anvédnder monopoléra pulser med korta (70—-100 ps) hogspannings-
pulser (1-3 kV) som appliceras mellan ledande elektroder placerade 1 eller
runt tumor vdvnaden. I klinisk praxis, synkroniseras pulserna med hjértats
refraktirperiod, for att motverka muskel spasmer.

Hog-Frekvent IRE (H-FIRE) anvénder en serie korta (0,5—10 ps) bipoldra
pulser for att minska muskelspasmer.

Behandlingen upprepas under flera cykler med samma puls-sekvens for att
uppnad tillracklig ablationseffekt.

Kliniska forsok och forskning kring kombinationen av
stralbehandling och irreversibel elektroporation (IRE/NanoKnife) pagar
eller planeras, sirskilt inom behandling av solida tumorer i prostata,
lever och bukspottkortel.

Prostatacancer

Yilmaz, M., och medarbetare rapporterade 2025 resultaten av IRE for
behandling av patienter med lokaliserad dterkommande prostatacancer efter
full strdlbehandling (Yilmaz et al., 2025).

En systematisk sokning genomfordes 1 de elektroniska databaserna
PubMed-MEDLINE och Web of Science. Foljande soktermer anvindes:
"irreversible electroporation AND recurrent prostate cancer", 'salvage
irreversible electroporation AND prostate cancer AND radiation”,
"nanoknife AND recurrent prostate cancer", och 'salvage irreversible
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electroporation AND prostate cancer"” genom att kombinera PICO-termer
(population, intervention, comparison, and outcome).

Yilmaz et al. identifierade 5 ldmpliga studier. Efter IRE behandlingen
varierade den lokala onkologiska kontrollen fran 67 till 78 %. Aterfall av
lesioner in-field och out-field efter IRE varierade fran 3 till 10 % respektive 8
till 14 %. Endast en studie rapporterade en total metastasfri overlevnad pa 91
% och en 5-arig progressionsfri overlevnad pa 60 %.

Kontinens statusen efter IRE varierade mellan 73—-100 %. Tva studier
rapporterade en minskning av andelen patienter som bibeholl tillrdackliga
erektioner for samlag och tva studier rapporterade 50 % bevarande av
erektionen. Majoriteten av komplikationerna var av lag till mild natur,
klassificerade som Clavien-Dindo grad I-II, med undantag for utvecklingen av
en rektal fistel 1 ett enskilt fall.

IRE representerar ett alternativt behandlingsalternativ for patienter med
lokaliserad aterkommande prostatacancer efter strilbehandling. Ingreppet
erbjuder en gynnsam sidkerhetsprofil och effektivt bevarande av
urinfunktionen. De onkologiska resultaten 4r lovande, men ytterligare
undersokningar krivs.

Diven, och medarbetare rapporterade 2024 om en studie av
Stralbehandling 1 kombination med irreversibel elektroporation for
prostatacancer (RTIRE)

(Diven et al., 2024).

Stralbehandling och irreversibel elektroporation for prostatacancer
(RTIRE) ar en klinisk fas II-studie (NCT05345444.) som avser att testa en
kombination av strdlbehandling och irreversibel elektroporation for
prostatacancer.

Prostatacancer ar den vanligaste icke-kutana cancern hos mén och den nést
vanligaste orsaken till cancerddd hos mén.

Det finns ett Okande intresse for nya behandlingsstrategier av
prostatacancer, sdsom fokal terapi, for att minimera behandlingsrelaterad
sjuklighet. Enbart fokal terapi med IRE har dnnu inte inkluderats 1 vanliga
riktlinjer, med tanke pa fortsatt oro for potentiellt hdgre risk for aterfall.

Divan et al. avser att undersbka om kombinationen av IRE terapi
kombinerad med strdlbehandling med reducerad dos till hela korteln, kommer
att ge acceptabel onkologisk effekt med minimal behandlingsrelaterad
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sjuklighet. RTIRE ar en fas II-studie som kombinerar en lokal ablativ teknik
med lokal irreversibel elektroporation (IRE) med MR-guidad stralbehandling
for att behandla hela prostatan. Malet &r att ge goda onkologiska resultat och
minimera behandlingsrelaterade biverkningar genom att utnyttja fordelarna
med lokalt ablativ terapi med etablerade strilbehandlingstekniker.

Totalt 42 min med prostatacancer med intermedidr risk enligt NCCN-
riktlinjer och fokal gradgrupp (GG) 2 eller 3, Gleason Score (GS) 3 + 4 eller
GS 4 + 3, cancer 1 ett MR-mal kommer att inkluderas. Patienter med MR-
synliga foci av GG2/GG3 kommer att genomgé fokal behandling med IRE av
denna lesion. Efter framgangsrik fokal behandling kommer patienterna sedan
att genomgd en kur med reducerad dos av hel kortel- MR-guidad
stralbehandling med antingen 32,5 Gy 1 5 fraktioner eller 22 Gy i 2 fraktioner.

Studiens primédra mal dr att faststdlla sdkerheten och minska risken for
aterkommande prostatacancer. Sekunddra utfall inkluderar utvéirdering av
onkologisk effekt (métt som andelen patienter fria fran kliniskt signifikant
cancer vid 1-ars uppfoljningsbiopsi), avbildningsegenskaper hos patienter fore
och efter RTIRE, paverkan pa livskvalitet (QoL) och PSA-kinetik.

Att kombinera IRE med reducerad dos strialbehandling kan
erbjuda ett behandlingsparadigm i likhet med det som beskrivits ovan
(5.1) (Persson, 2011).

Pankreatisk duktal adenokarcinom

Gajjar, och medarbetare presenterade 2016 resultat associerade med en
kombination av strilbehandling och irreversibel elektroporation for
pankreascancer (Gajjar et al., 2016).

Lokal sjukdomskontroll &r avgorande for hanteringen av patienter som
diagnostiserats med pankreascancer (PC). Irreversibel elektroporation (IRE)
iar en framvixande lokal behandlingsmetod. Det finns inga tidigare
publicerade data som beskriver sjukdomskontroll och toxicitet nidr denna
metod anvidnds 1 kombination med strdlbehandling (RT) for att behandla
pankreascancer PC.

Gajjar et al. undersokte 1 godkinda databaser 6ver pankreascancer for att
identifiera patienter med PC som behandlades med RT och IRE mellan 2010
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och 2015. Behandlingsparametrar, lokal kontroll och akut toxicitet efter IRE
granskades.

Tolv patienter med pankreascancer som fick IRE och RT identifierades.
Tva patienter hade stadium II-sjukdom, 9 patienter hade stadium III och 1
patient hade stadium IV. Alla patienter fick antingen FOLFIRINOX eller
Gemcitabink-baserad  kemoterapi. Alla fick IRE utford med
datortomografivigledning. Nio patienter fick standardbehandling (50,4-54
Gy 1 28-30 fraktioner) och 2 patienter fick stereotaktisk stralbehandling
(SBRT) med 35 Gy i 5 fraktioner. En patient fick tvé strdlbehandlingskurer,
med 50,4 Gy i 28 fraktioner vid diagnos och SBRT (24 Gy i 3 fraktioner) vid
tidpunkten for lokalt recidiv. Tio patienter hade strdlbehandling fore IRE och
2 hade stralbehandling efter IRE. Totalt gavs 15 IRE-behandlingar. Nio
patienter behandlades med en enda IRE-kur medan 3 patienter fick 2 IRE-
kurer. IRE efter strilbehandling gavs antingen for ihéllande sjukdom (7
patienter) eller for sjukdomsprogression (6 patienter). Tva patienter
genomgick IRE som forsta lokala behandlingsmetod.
Medianuppfoljningstiden var 36,0 ménader (intervall 7,1-71,7).
Mediantidsintervallet mellan strédlbehandling och IRE var 6,6 ménader
(intervall 1,7-28,8). Tvéa patienter (16 %) som fick IRE efter stralbehandling
konverterade till resektabel sjukdom efter IRE. Median lokal kontroll var 26,0
manader (intervall 7,1-71,7). Foljande toxicitet observerades: Akut
behandlingstoxicitet efter IRE (CTCAE, version 4) n = 12.

Sammanfattningsvis kan kombinationen av IRE och strilbehandling
forbiittra lokal kontroll av pankreascancer och paverka konvertering till
resektabilitet. Prospektiva kliniska provningar behovs for att béttre definiera
urvalskriterier for att maximera nyttan och minimera toxiciteten hos denna
behandlingsmetod.

Lambin, och medarbetare summerade 2022 erfarenheterna av
Lokoregionala terapier och deras effekter pad tumoOrmikromiljon hos
pankreatisk duktal adenokarcinom (Lambin et al., 2022).

Pankreatisk duktal adenokarcinom (PDAC) forvintas bli den nést
vanligaste dodsorsaken 1 cancer ar 2030. Trots intensiv forskning inom
behandlingsomradet dr den totala 5-driga 6verlevnaden cirka 8 %, med endast
20 % av patienterna lampliga for operation vid diagnostillfallet.

Tumormikromiljon (TME) hos PDAC ér en av de framsta orsakerna till
resistens mot antitumorala behandlingar pa grund av forekomsten av
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tumorvaskulatur, stroma och ett modifierat immunsvar. TME hos PDAC
kidnnetecknas av hog stelhet pd grund av fibros, med hypomikrovaskulér
perfusion, tillsammans med en immunsuppressiv miljo som utgor ett hinder
for effektiv antitumoral behandling.

Medan systemiska behandlingar ofta ger allvarliga biverkningar som kan
fordndra patienters livskvalitet, har lokoregionala behandlingar fatt okad
uppméirksamhet eftersom deras verkan dr lokaliserad till bukspottkorteln och
darmed kan lindra ndgra av hindren for effektiv antitumoral behandling pa
grund av deras fysiska effekter.

Lokal hypertermi med radiofrekvensablation och strilbehandling —
oftast med en hog lokal engingsdos — ér de tvd huvudmodaliteterna som har
lovande klinisk effekt.

Nyligen har irreversibel elektroporation IRE och fokuserad
ultraljudsderiverad kavitation fatt 6kad uppmarksambhet.

Hittills ar de flesta data begrinsade till prekliniska studier, men pdgéende
kliniska provningar kan bidra till att béattre definiera rollen for dessa
lokoregionala behandlingar 1 behandlingen av PDAC-patienter.

Kliniska forsok med  Stralbehandling i kombination med
Elektroporation har i huvudsak genomforts med irreversibel
elektroporation IRE.

Dock utan att primért fokusera Pre-kirurgisk stralbehandling med
lag dos (6-8Gy). Inte heller har nigra immunolgiska aspekter
involverats.

Déaremot verkar kombination en av Prekirutgisk strilbehandling
(6-8 Gy) kombinerad med Hypertermi ha lovande utsikter.

I1-5.3 Pre-kirurgisk stralbehandling i kombination med
Dynamisk Elpuls-behandling

Dynamisk elektroporationsteknik

Genom att anpassa pulsamplituden mellan varje elektrisk puls till
fordndringen 1 vidvnadens ledingsformiga begrinsas den irreversibla
elektroporationen sd att en del celler erhdller reversibel elektroporation och
bibehéller sina immunologiska egenskaper, vidare begriansas uppkomsten av
skador pé frisk vdavnad (Persson, 2019).

169



Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi: Nista generation av tumoérbehandling?

Denna dynamiska elektroporations teknik har ChemoTech 1 Lund varit
forst med att utveckla. Med anordningen IQwave™  behandlades
framgéngsrikt 23 patienter med brdstcancer, huvud- och halscancer och
sdllsynta sarkom, som alla svarade positivt. Jamfort med tekniker som
anvander pulssekvenser med konstant pulsamplitud befrimjar IQwave™
immunogen tumorcellsdod och immun-modulering (Kalavathy et al., 2018).

En  klinisk  fallstudie med dynamisk elektroporation  for
bukspottkortelcancer pagir ocksa vid Ulis Medical Centre (Ulis MC) 1
Zaporizjzja, Ukraina, med lovande kliniska resultat i preliminidra beddmningar
(Esienhauer, 2009).

Det finns séledes tillgang till certifierad klinisk utrustning for dynamisk
elpulsbehandling (IQwave™) som skulle kunna anvidndas i den kliniska
utvecklingen av pre-kirurgisk strdlbehandling 1 kombination med
elpulsbehandling (Persson, 2020).

Pre-kirurgisk strilbehandling kombinerad med Dynamisk El-puls
behandling skapar ett in situ-vaccin vars immuneffekt kan boostas med
Hypertermi och ATRA (se kap IV) eller annan immunstimulerande
behandling. Om efterfoljande operation krédver ytterligare behandling kan
intermittent strdlbehandling med elpuls-behandling upprepas efter behov som

beskrivs 1 nedanstdende Figur I1-5-1.

Preoperatlve Intermlttent Radlatlon and

Elpulse Treatment
RT: Radio therapy (6-8 Gy) per Weekly fractlon

ATRA Immunotherapy, ATRA 5 :

EP,  4-8Gy  EP
6-8 Gy ; T e
ATRA - ATRA - ATRA
Start  week 1-4 - surgery  Following weeks
Figur 11-5-1

Behandlings schema for Prekirurgisk strdlbehandling med Dynamisk
Elpuls-behandling
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Sammanfattning kapitel I1-5

Kapitel II-5 behandlar en ny cancerbehandlings strategi som kombinerar: Joniserande
stralning med Elektrisk pulsterapi (elektroporation).

Malet ér att forbéttra naturforstorelsen, samtidigt som immunforsvaret stimuleras.
Initiala Prekliniska fynd (djurstudier)

Experiment péd rattor med gliomtumdr testade effekten av enbart strdlning(RAD),
enbart elektriska pulser(PEF) och en kombination av bada (RAD + PEF).

Resultaten visar att kombinationsbehandlingen(RAD + PEF) var klart 6verldgsen, med
snabb tumorregression ~67 % fullstédndig remission, signifikant férléngd 6verlevnad (>80
dagar tumorfri).

Klinisk anvindning av Elektroporation (IRE/NanoKnife) och stralterapi

IRE &r en minimal invasiv teknik som anvinder elektriska hogspanningspulser som
levereras via elektroder som sdtts in 1 tumdren och som skapar porer i
tumorcellsmembranen vilket orsakar celldod.

IRE anvédnds for aterkommande prostatacancer efter strdlbehandling, med lokal
kontroll av 67-78 %, och en 5-ars progressionsfri dverlevnad pa ~60 %

Kombinerad behandling (RT + IRE) &r fortfarande under utredning i en pidgaende fas
II-studie (RTIRE).

IRE-behandlingar av bukspottkortelcancer (stralning, IRE, hypertermi) dr lovande

Dynamisk elektroporation

Dynamisk elektroporation Justerar pulsstyrkan under behandlingen som orsakar
revesibel elektroporation och tilldter celler att overleva vilket orsakar bevarad
immunaktivering.

Med ChemoTech enheten IQwave™ erholls vid kliniska forsok positiva svar i flera
cancertyper och befrimjande av immunogen tumorcellsdod.

Genom att kombinera: Prekirurgisk lagdosstralning med Dynamisk elektrisk pulsterapi

skapas ett "in situ-vaccin" som stimulerar immunsystemet till en immunogen
tumorforstorelse som ytterligare kan forstarkas med: Hypertermi och annan immunterapi.

Att kombinera stralning med elektriskpulsterapi, sdrskilt 1 en prekirurgisk,
immunstimulerande =~ metod,  visar  stark  potential som en  framtida
cancerbehandlingsstrategi, men kriaver ytterligare klinisk validering
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Kapitel 11-6
EFTERORD

Efter upptickten av rontgenstrdlningen borjade den ganska snart att
anviandas for behandling av cancertumorer. Rontgenstrdlningen visade sig
effektivt kunna doda tumorceller men dven frisk vdvnad skadades.

Niar  hogenergetisk  strdlning  borjade  anvdndas  utvecklades
strdlbehandlings-tekniken till att med stor precision doda tumorcellerna
medan skador pé den friska vivnaden kunde undvikas. Detta har blivit dagens
standard for strdlbehandling som administrerar stralning i dagliga fraktioner
med en absorberad dos av 2 Gy, tills absorberade doser i storleken 60-80 Gy
uppnds 1 tumdren 1 strivan att destruera alla levande tumdrceller. Dock visar
det sig att 1 vissa tumdrer en del celler 6verlever och star emot mer én 100 Gy.

I borjan av 2000 talet blev man varse att en enstaka strdldos pa mer én 4
Gy genererade Neo-antigen som gor tumorerna mer mottagliga for kroppens
immunforsvar och de cytolytiska T-lymfocyterna, (CD8 T-celler, dven
kallade mordare celler), kunde attackera tumorerna mer effektivt.

Men 1 tumodrens mikromilj6 finns ocksd Myeloid-hédrledda
suppressorceller (MDSC) som dr en heterogen population av omogna
myeloidceller som ackumuleras vid patologiska tillstind som cancer, kronisk
infektion och trauma.

For att de omogna myeloidcellerna skall kunna utvecklas till Makrofager och
Dendritceller dr de starkt immunsuppressiva och blockerar de cytolytiska T-
lymfocyterna,

Vid testningen av ett tumorvaccin mot glioblastom 1 borjan av 2000-talet
upptécktes att en enstaka strdldos pd 5 Gy resulterade 1 en dramatisk 6kning
av tumorvaccinets immunologiska effekt.

Detta blev upphovet till utvecklingen av em ny generation av
tumorbehandling, som utnyttjar strdlningens ldkande krafter istdllet for
endast destruktiv cellddd. Mes en priméir strdldos pa 6 till 8 Gy initierar
stdlningen en immunologisk aktivitet som kan boostas med Tumorvaccin eller
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med de nya immun-kontrollpunkts hammande ldkemedel Anti-PD-1 och
Anti-CTLA-4 som borjade lanseras ar 2011.

Det visade sig att &dven Hypertermi-behandling 1 kombination
stralbehandling ocksa har gynnsam effekt pd immunforsvarets aktivitet och
skulle kunna boostas med A-vitamin som péskyndar de immunsuppressiva
omogna Myeloid cellernas transformation till Dendritceller och Makrofager.

Den forsta versionen 1.0 av En ny generation av tumorbehandling var
“”En beréttelse om att kombinera ultra-hypo-fraktionerad strélterapi” med
immunoterapi. Det var mitt testamente till John och Augusta Perssons
stiftelse  for Vetenskaplig — Medicinsk  forskning  sdrskilt rorande
cancerforskning frimst vid Lunds Universitet, dedicerad till minnet av min 60
ariga medverkan 1 stiftelsen. Alltsedan Stiftelsens bildande 1964 deltog jag i
stiftelsens aktiviteter tillsammans med min mentor, laborator och senare
professor Kurt Lidén.

Denna andra version 2.0 av En ny generation av tumoérbehandling
fokuserar pa stralningens ldkande krafter som med en enda fraktion pa 6 till 8
Gy Pre-kirurgisk strdlbehandling kan gora tumdrer mer mottagliga for
immunforsvaret. Den riktar sig till kirurger med vilka jag haft ett gott
samarbete 1 utvecklingen av tumodrbehandling med Hypertermi och med
tumorvaccin.

Huvudtemat dr dock detsamma som 1 version 1.0, vilket innebar att
kombinera ultra-hypo-fraktionerad stralterapi (som dven kallas intermittent
stralterapi) med immunoterapi och passar vél att appliceras pd Pre-kirurgisk
stralbehandling

Den mest realistiska kliniska wutvecklingen for Pre-kirurgisk
strdlbehandling dr kanske att borja med behandling av metastaser och de fall
dar atervaxt av tumoren visar sig efter avslutad standardbehandling som

redovisas 1 foljande publikationer:

Notter, M., et al. (2020). "Combined wIRA-Hyperthermia and Hypofractionated Re-Irradiation in the
Treatment of Locally Recurrent Breast Cancer: Evaluation of Therapeutic Outcome Based on a Novel Size
Classification." Cancers 12(3): 606.

Koukourakis, I. M., et al. (2023). "Anti-PD-1 immunotherapy with dose-adjusted ultra-hypofractionated re-

irradiation in patients with locoregionally recurrent head and neck cancer.” Clinical & Translational Oncology
25(10): 3032-3041.
Filippatos, K., et al. (2023). "Ultra-Hypofractionated Re-Irradiation with Anti-PD-1 Immunotherapy for

Locoregionally Recurrent (after Radical Chemo-Radiotherapy) Non-Small Cell Lung Cancer.” Cancers 15(20).
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Sammanfattning av del 2:

Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi:
Nista generation av tumorbehandling?

Pre-kirurgisk intermittent strilbehandling
kombinerad med immunterapi (PSIiRIT).

Grundtanken é&r att anvinda strilningens ldkande krafter genom att med en
lag dos strdlning pad 6 till 8§ Gy {fore operation, kombinerad med
immunstimulerande behandling aktivera kroppens immunforsvar mot
tumoren, forbittra behandlingsresultat och potentiellt uppné fler kompletta
remissioner.

Kapitel I — Bakgrund
Tidiga experimentella studier (1980-2000) visade att kombinationen:
Stralning + Hypertermi kraftigt forstarker behandlingseftekten.
Utvecklingen av Tumorvaccin frin glioblastom-patienters egna bort-
opererade tumorer visade sig 1 kliniska studier forldnga Gverlevnaden men

kunde inte helt bota patienterna.

En preklinisk studie visade emellertid att en enda stralfraktion med lag
straldos (5 Gy) + syngenisk vaccinterapi gav 75% Overlevnad.

Joniserande strdlning kan tydligen gora tumorer mer synliga for immun-
forsvaret vilket bekréftats 1 kliniska studier under 2020-2023.
Kapitel II — Pre-kirurgisk strilterpi’s 3-dimensioner

1. Straldos: Forst en stralfraktion pd 6 till 8 Gy per behandling som

genererar neo-antigen som gor tumoren mer immunogen (Strdldoser >10 Gy
kan ddremot himma immunforsvaret).

2. Tidsintervall for att de bildade neo-antigenerna skall hinna utvecklas
till aktiva peptidantigen och tumorens frigjorda "DAMP” signaler skall hinna
generera CD8+ T-lymfocyter fullt ut. kan man vénta med Kirurgin upp till 1
vecka. Detta ger ocksa tid for immunterapi.

3. Immunterapi med T.ex. anti-PD1- och anti-CTLA4-hdmmare kan ges
efter strélterapin och fortsitta efter kirurgin.
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4. Skulle fortsatt tumdrvixt konstateras kan proceduren 1-2-3 upprepas
tills komplett remission uppnaés.

Kapitel II1 — Pre-operativ strilbehandling av Hjdrntumérer

Pre-operativ stralbehandling av metastaser i hjarnan har i flera kliniska
studier visat sig vara lika sidker och lika bra eller béttre dn postoperativ
stralbehandling.

Kombination med pre-operativ strélterapi och immunterapi av maligna
gliom och andra primira hjdrntumorer torde kunna ge goda kliniska resultat
men kréver smarta kliniska studier.

Kapitel IV _— Kombination av_pre-operativ_strialbehandling med
Hypertermi

Hypertermi behandling (41-44°C) gor tumorer kinsligare for strédlning
med péfoljande okad tumorcelldod, och okat blodflode. Dessutom bidrar
Hypertermi med starkare immunaktivering som gor tumdrer mer immunaktiva
vilket skulle kunna minska behovet av dyr ICI- immunterapi.

Kapitel V — Stridlning + Elektrisk pulsterapi (Elektroporation)

Prekliniska studier med en kombination av Stralning + elektriska pulser
visar sig generera hog tumorregression med kompletta remissioner av gliom 1
djurstudier.

Irreversibel Elektroporation IRE (NanoKnife) som destruerar
tumorceller med elektriska hogspannings pulser, anvidnds kliniskt och
kombination med stralbehandling ir pa vég att testas.

Dynamisk Elektroporation som justerar pulsstyrkan under behandlingen
orsakar reversibel Elektroporation som tillater celler att 6verleva med bevarad
immunitet.

Kliniska fors6k med ChemoTech enheten IQwave™ visar positiva svar i
flera cancertyper och befrimjande av immunogen tumorcellsdod.

Kombination av strdlning med elektro-pulsterapi, sdrskilt som en Pre-
kirurgisk, immunstimulerande metod, visar stark potential som en framtida
cancerbehandlingsstrategi.

Kapitel VI— Efterord

Grundtanken med “en ny generation av tumorbehandling” ar att anvénda
stralningens ldkande krafter genom att med en 1ag dos strélning fére operation
pa 6 till 8 Gy, kombinerad med immunstimulerande behandling for att:
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aktivera kroppens immunforsvar mot tumoren, forbéttra behandlingsresultat
och potentiellt uppna fler kompletta remissioner.
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Del 111

Intermittent Bracky kombinerad med immunoterapi

III-1 Brachyterapi

Brachyterapi dr en typ av riktad intern stralbehandling dér radioaktiva kéllor
(fron, band eller kapslar) placeras direkt inuti eller bredvid en tumor, vilket
begrinsar stralningen till frisk omgivande vivnad. Det anvéinds ofta for att
behandla prostata-, gynekologisk, brost- och hudcancer.

Interstitiell: Radioaktiva kallor placeras direkt 1 kroppsvévnad
(t.ex. prostata, brost).
Intrakavitativ: Kéllor placeras i kroppshaligheter, sdsom luftstrupen
eller vaginan.
Doseringshastigheter:
Hog doshastighet (HDR): Radioaktivt material sétts tillfalligt in
1 ndgra minuter per session, vanligtvis over 3 till 8 sessioner.
Lag doshastighet (LDR): Kéllor (t.ex. fron) lamnas pa plats
1 1 till 7 dagar, eller permanent for vissa prostatafall.

Vanliga tillimpningar inkluderar behandling av prostatacancer,
livmoderhals-/livmodercancer och hud- eller brostcancer.

III-2 Brachytherapy i cancer behandling

Stewart, och mearbetare redovisade 2025 en 6versikt av Brachytherapy 1
cancer behandling inspirerad av ESTRO:s forberedande kurs om
brachyterapins radiobiologi och modellering (Stewart et al., 2025).

Brachyterapi (BT) spelar en nyckelroll 1 cancerbehandling genom att
leverera en hog straldos till en begrinsad volym under en kort tid.
Anvindningen av BT ar for ndrvarande validerad for ett brett spektrum av
cancerformer, sdsom livmoderhals-, prostata- och brostcancer, samtidigt som

181



Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi: Nista generation av tumoérbehandling?

den ar ett gynnsamt val for organbevarande, sdsom vid penis- eller
dndtarmscancer, eller i samband med &dterbestralning av recidiv.

Hénsyn till BT:s radiobiologi &r en integrerad del av de val som gors kring
dos och fraktionering och kombination med andra tekniker, sdsom extern
stralbehandling (EBRT). Mycket av brachyterapins radiobiologi dr baserad pé
historiska data, men lyckligtvis finns det en drivkraft att integrera
translationell forskning, inklusive radiobiologiska parametrar, i modern BT-
forskning. 1 ett fordnderligt terapeutiskt landskap som gar mot en hog
doshastighet (HDR) baserad pd hog dos per fraktion ar det viktigt att
sakerstélla att inférandet av ny radiobiologisk kunskap bidrar till att driva
klinisk praxis.

LQ-modellen (Linear-Quadratic model) dr en grundldggande modell inom
radiobiologi och stralningsfysik som beskriver sambandet mellan strdldos och
celluldr 6verlevnad (Stewart et al., 2025). LQ-modellen anvidnds av Stewart
for att forutsdga biologisk verkan av fraktionerad stralbehandling, dar
overlevnadsfraktionen (SF) berdknas med formeln

SF = e—(aD+BD2)

Kliniska radiobiologiska metoder (optimalt antal BT-fraktioner,
radiobiologi 1 BT for livmoderhals-, prostata-, brost-, hud-/H&N- och mag-
tarmcancer).

En analys av radiobiologi och modellering med LQ-modellen inom BT
bidrar till integrationen av vetenskapliga prekliniska och kliniska data och
mojliggdr en béttre forstdelse av anvédndningen av radioaktiva kéllor for
cancerbehandling.

II1-3.1 Brachyterapi; livmoderhalscancer

LDR-terapi har anvénts 1 artionden for livmoderhalscancer. Utvecklingen
av efterladdningstekniken mdjliggjorde terapi med HDR. PDR introducerades
for att radiobiologiskt emulera LDR-behandling, men utnyttja féordelen med
en efterladdningsteknik. Idag anvinds bdde PDR- och HDR-terapi for
livmoderhalscancer Over hela virlden och 1 EMBRAjf E-I-studien
behandlades 57 % av patienterna med HDR-terapi. Utdver de olika
doshastigheterna observerades en stor variation 1 fraktioneringsscheman.

Ar 2006 rekommenderade GEC-ESTRO-kommittén att anviinda LQ-
modellen (EQD2) {or forskrivning och rapportering. EQD2 (Equivalent Dose
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in 2 Gy fractions) dr ett matt inom stralbehandling som anvénds for att jimfora
den biologiska effekten av olika dosplaner genom att rdkna om dom till en
standardskala dir dosen ges 1 fraktioner om 2 Gy som vid konventionell extern
stralbehandling.

Detta underléttae jamforelse mellan doshastigheter och fraktionerings
scheman for stora patientvolymer och idag har vi kliniska data pd hog niva for
dos-effekt-relationer for bade sjukdoms- och morbiditetsandpunkter.

LQ-modellen tar dock inte hinsyn till tumoérernas &tersyresattning,
aterpopulation eller immunologistatus. Vid jamforelse av kliniska resultat
mellan olika kohorter bor atersyreséttning beaktas. Det &r troligt att faktorer
relaterade till hypoxi bor balanseras 1 de olika grupperna, men hypoxi och
atersyresittning dr utmanande att modellera. Funktionell magnetisk
resonanstomografi (MRT) har visat sig kunna bedoma dessa effekter med
hypoxi fore behandling som prediktivt resultat, sirskilt i kombination med
funktionell och volymregression vid tidpunkten for BT. Aterpopulation spelar
en roll ndr den totala behandlingstiden overstiger 50 dagar. Darfor maste den
totala behandlingstiden och tiden mellan olika fraktioner rapporteras for att
kunna utveckla modeller som tar hdnsyn till denna effekt.

III-3.2 Brachyterapi vid prostatacancer

Anvindningen av HDR BT for prostatacancer baseras pd att utnyttja
formédgan att leverera stora doser per fraktion. Om det forutspddda a/B-
forhallandet ar s l4gt som rapporterats pa cirka 1,5-3 Gy, mojliggor
anvandningen av hoga strél doser. Enfraktions HDR BT f6r ensam behandling
av prostatacancer har emellertid inte visat de resultat som forvéntades.

Detta kan bero pa att nuvarande dosmodeller inte tar hinsyn till andra
radiobiologiska och immunologiska faktorer . Med intermittent stralterapi 1
kombination med adjuvant immunoterapi borde bittre reultat uppnés.

I11-3.3 Brachyterapi vid brostcancer

Brosthypofraktioneringsstudierna START, Pilot-B och de kanadensiska
OCOG-studierna mojliggjorde en uppskattning av a/B-forhallandet till 4 Gy.
Detta dr grunden for accelererad partiell brostbestralning (APBI) med BT 1 8
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fraktioner pa 4 Gy eller 7 fraktioner pa 4,3 Gy, och for mycket accelererad
partiell bestralning (VAPBI) i 4 fraktioner pa 6,2 Gy eller 3 pa 7,45 Gy.

Som diskuterats, pad grund av begriansningarna med hogre doser per
fraktion, kan inte enfraktionsschemat pd 16 eller 18 Gy berdknas med LQ-
modellen och dess resultat dr empiriska.

Effekten pd tumormikromiljon dr ocksd mycket viktig for brost-BT. Nér
brostterapi ges intraoperativt har det visat sig fordndra mikromiljén som
frimjade celltillviaxt och invasion till en som inte gjorde det.

Aven vid brost-BT skulle intermittent stralterapi med 3 fraktioner pa 8 Gy
1 kombination med adjuvant immunoterapi kunna ge biéttre reultat.

II1-3.4 Brachyterapi vid H&N och icke-melanom hudcancer

Huvud- och halscancer (H&N) och icke-melanom hudcancer (NMSC) ar
vanliga neoplasmer med oOkande incidens. Strdlbehandling ar ett giltigt
behandlingsalternativ for bade lokaliserade och avancerade fall, med flera
fraktioneringsalternativ tillgdngliga. Strdlbehandling kan betraktas som
exklusiv behandling eller som en boost-integrerad behandling med EBRT.
Dessutom kan en kombinerad metod med flera terapier sdsom kemoterapi,
immunterapi och/eller kirurgi 1 detta scenario vara en mekanism for att
forbattra resultaten. »

Hudneoplasmer och H&N-neoplasmer har manga likheter, men olika
histologier kriver olika fraktioneringsscheman baserade pa radiobiologi.
Hypofraktionerade behandlingar har visat sig vara icke-simre &n
konventionell fraktionering vad géller total dverlevnad. I detta sammanhang
spelar tumdérmikromiljon en avgdrande roll i tumérimmunsuppression och kan
modifieras genom strdlbehandling och andra faktorer.

En hog dos per fraktion och minskning av den totala behandlingstiden kan
ha storre antitumoreffekter och kan dven modulera immunsvaret. Dessutom
kan stressiga hiandelser ocksd orsaka nedreglering av immunsystemet, men
psykologisk intervention har visat sig 6ka vélbefinnandet och kan modulera
immunmikromiljon och ddrmed modifiera de radiobiologiska effekterna.
Detta ar viktigt eftersom radioterapi kan uppfattas som en stressig hindelse av
patienter.
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III-3.5 Brachy terapi vid mag-tarmcancer

Esofageal BT administreras vanligtvis med en kateter med ett enda lumen,
med varierande kateterdiameter. Heterogeniteten i BT-dosen 6ver en volym
ger upphov till en "hyperdoshylsa" vars volym varierar kraftigt vid samma
ordinationsdjup, beroende pa kateterdiameter, vilket 1 hog grad péverkar den
avgivna dosen. Detta dr en faktor som en ldkare kanske inte beaktar vid
forskrivning av dos. Saledes kan anvédndningen av den radiobiologiska
principen for EUD underlitta forstaelsen av dos och effekt. Radiobiologin vid
dosadministrering kan forklara skillnaden i resultat mellan tva randomiserade
studier av BT kontra stentning, vilket mdjligen forklarar varfor en signifikant
fordel sags vid anvdndning av en hogre dos enstaka fraktion men inte vid
anviandning av flera fraktioner av en lagre dos.

Hénsyn till grundldggande radiobiologiska principer ar mycket viktigt vid
val av rektala RT-tekniker for att administrera dos. Individuella tumdrer
uppvisar olika strilkénslighet men 1 allminhet dr rektalt adenokarcinom
relativt stralresistent, darfor d4r dosokning viktig ndr man forsoker uppné
organbevarande vid rektalcancer. Administrering av radioterapi med
kontaktrontgen (CXB) utnyttjar inte bara de fysikaliska egenskaperna hos
behandlingen utan dven ett antal radiobiologiska effekter for att uppna denna
dosokning: fraktioneringseffekt, doshastighetseffekt, volymeffekt och relativ
biologisk effektivitet.

Resultaten varierar mellan serierna, dir HERBERT-studien visar markant
toxicitet vid anvdndning av doser > 7 Gy per fraktion, men Vuong et al. som
rutinmaissigt levererade 10 Gy per fraktion med liknande eller ligre toxicitet.
Radiobiologiska principer kan anvindas for att jimfora dosleveransen mellan
dessa serier, vilket till exempel visar att gruppen som fick 10 Gy per fraktion
levererade en lagre dos till rektal slemhinna dn gruppen som fick 7 Gy per
fraktion. Att anvianda radiobiologi vid val av doser och fraktioner kommer att
ge en battre forutsigelse inte bara av resultat utan dven behandlingstoxicitet.
Framtida standardisering av dosrapportering bor ocksa forbittra jamforelser
mellan serier.

Modern teknisk utveckling inom radioterapi har 1 kombination med nya
fraktioneringsscheman och behandlingsindikationer omprévat radiobiologin
for radioterapi. Stewartbwr al. har granskat viktiga aspekter av
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grundvetenskap och lyft fram kliniska Overvdganden vid de vanligaste
indikationerna. Radioterapi ar fortfarande ett viktigt vapen mot cancer. En
bittre forstelse av dess principer for biologisk verkan kommer att gora det
mojligt for radioterapi att fortséitta och frimja sin forskning och utveckling.

III-4 Brachyterapi med Adjuvant Immunterapi

Wang och medarbetare rapporterade 2026 att livmoderhalscancer’s
immunmikromiljo omprogrammeras vid synergi mellan strilbehandling och
immunterapi (Wang et al., 2026).

Livmoderhalscancer ér till stor del driven av ihéllande infektion med
hogrisk-humant papillomvirus. Aven om immunbaserade terapier enbart har
fordndrat resultaten 1 flera solida tumérer, har deras nytta vid
livmoderhalscancer varit blygsam, vilket belyser behovet av att béttre forsta
och terapeutiskt utnyttja tumdrernas immunmikromiljo.

Deras sammanfattar de syngena effekterna av stralbehandling pé
systemisk och intratumorimmunitet. De undersoker hur stréldos,
fraktionering, behandlingsvolymer och tidsmissig sekvensering paverkar
antigenfrisattning, medfodd avkédnning, CD8T-cellspriming och T-cells-
transport.

De visar ocksé pa betydelsen av att PDLI-kontrollpunktsinduktion och att
dven expansion av suppressiva myeloid- och regulatoriska T-cellpopulationer
deltar 1 omprogrammeringen av tumorernas immunmikromiljo.

Med utgdngspunkt 1 dessa insikter diskuteras synergistiska strategier for
att omprogrammera tumdrernas immunmikromiljo, inklusive kombinationer
av strdlbehandling med immunkontrollpunktshdamning.

Wang et al’s rankar sammanfaller mycket vdl den i1 Preoperativ
imtermittent strdlbehanding som med en initialt 6-8 Gy fraktion och
efterfoljande  immunterapi med anti-CTLA4 for att ddmpa
immunosuppessionen av Treg, MDSC och anti-PD1/PDL1 {6r att gynna
CD8" T-lymfocyternas CTL-aktivitet (d&ven HPV vaccin skulle kunna
anvéndas)

Efter att den terapeutiska effekten av den forsta behandlings omgéingen
kontrollerats kan behandlingsparametrana for paféljande veckas behandlig
fast stéllas.

Behandligsomgéngarna fortsétter tills kpmplett remission uppnas.
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I Figuren nedan fran kapitel 3 i del II visas att strdlbehandling av tumérceller
genererar dubbelstring brott 1 DNA som aktiverar cGAMP-syntasvéigen via
den cytoplasmatiska DNA-sensorn cGAS och stimulerar IFN-gener (STING)
vilket effektivt aktiverar CD8 T-celler (Cytotoxiska T-Lymfocyter, CTL
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""J‘ 7 cGAMP
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Figur I11-3-2

Stralbehandling av tumorceller genererar dubbelstrangg brott i DNA som
aktiverar cGAMP-syntasvigen via den cytoplasmatiska DNA-sensorn cGAS och
stimulerar IFN-gener (STING) vilket effektivt aktiverar CD8" T-celler (Cytotoxiska
T-Lymfocyter, CTL)

Forkortningar i figuren

e AMP Adenosinmonofosfat;

GMP Guanosinmonofosfat;
cGAMP, cykliskt GMP-AMP;
cGAS, cykliskt GMP-AMP-syntas;
dsDNA, dubbelstrdangat deoxiribonukleinsyra;
IFN-1, typ l-interferon;
IRF3, interferonreglerande faktor;
P, fosfatgrupp;
TBKI, TANK-bindande kinas 1.
(Gu et al., 2025)

Stralbehandling av tumdrceller inducerar DNA-skador 1, vilket leder till
dubbelstrangsbrott (dsDNA). Under reparation av dsDNA-brott bildas
instabila mikrokdrnstrukturer, vilket frigér avvikande dsDNA 1 cytoplasman.
Detta frimmande dsDNA kinns igen av den cytoplasmiska DNA-sensorn
cGAS, som katalyserar syntesen av budbiraren cGAMP med hjilp av ATP
och GTP. Cykliskt GMP-AMP (cGAMP) translokerar sedan till det
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endoplasmatiska retikulum och binder dir till proteinet STING (Stimulator of
interferon genes), vilket aktiverar signalvigen kirnfaktor-kB (TBK1) till IFN-
1 regulatorisk faktor-3 (IRF3). Denna aktivering inducerar produktion av typ-
1 Interferon (IFN-1) och andra inflammatoriska faktorer, vilket effektivt
aktiverar CD8 T-celler (Cytotoxiska T-Lymfocyter, CTL) och forstarker
deras cytotoxicitet mot tumorceller.

Genererade dubbelstrangbrott i DNA, frisatter IFN-I-relaterade cytokiner
som aktiverar aktiverar CD8 T-celler (Cytotoxisk T-Lymfocyt, CTL) och
forstarker deras cytotoxicitet mot tumorceller.

De Martino et al., visade att 5 x 6 Gy/fr. ger bist kontroll av GBM 1 deras
tre testade GBM-modeller, och att expansionen av CD8T-celler vid
gemensam blockad med antiPD-1 plus antiCTLA4 formedlade
immunologiskt minne mot GBM (De Martino et al., 2025).

BT i kombination med ICI behandling med antiCTLA4 + antiPD-1 skulle
kunna tillimpas pa svarbehandlad livmodehalscancer.

Synergin mellan Strél- och Immun-terapit vid behandling med Intermittent
stralterapi 1 3 fraktioner pa 8 Gy och kombinrat med adjuvant immunoterapi
borde kunna ge bittre reultat vid BT.

III-5 Brachy-Hypertermibehandling

Bakgrunden till Adjuvant immunoterapi med hypertermi 40-44°C redovisas
utforligt 1 Del 2, kapitel 4.

Lokal Brachy-Hypertermi innebdr uppviarmning av det specifikt BT
behandlade, begransade omrédet (t.ex. med mikrovagor eller radiofrekvens
EMF). Kan anvéndas for att 6ka effekten vid vissa tumdrer (t.ex. 1 Mattrupe,
Gl-dndtarm, Livmoder, Livmoderhals, prostatacancer).

Den enklaste metoden dr att anvdnda en EMF-antenn i 4ndan av en kateter.
Med ballong metoden som redovisas nedan skulle en mer kontrollerad
behandling kunna genomforas

Olsrud, och medarbetare presenterade 1998 en modell for intrakavitér
uppvarmning av livmodern med hjidlp av en ballongkateter avsedd for
behandling av patologiska menstruationsblédningar (menorragi)
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(Olsrud et al., 1998).

Numeriska simuleringar av denna behandling utférdes med hjilp av finita
elementmetoden (FEM). Termisk analys utfordes sedan for att uppskatta
djupet av viavnadskoagulation (temperatur >55 grader °C) i livmodern. Det
uppskattade koagulationsdjupet, efter 30 minuters uppvirmning med en
intrakavitdr temperatur pd 75 grader °C, var cirka 9 mm utan effekten av
blodflodet. Med effekten av jimnt normalt blodflode minskade
Koagulations-djupet till 3-4 mm.

Simuleringar med varierande intra-kavitdra temperaturer och blodflodes
hastigheter visade att bdda parametrarna var av stor betydelse for
koagulationsdjupet. Blodflodets inverkan var mindre nir dven trycket fran
ballongen beaktades (5-6 mm koagulationsdjup med normalt blodflode).

Denna metod skulle kunna modifieras till temperaturer 1 ballongen kring
43-44 °C att anvindas for Brachy-Hypertermi behandling 1 de kropps kaviteter
som behandlas med Intermittent NDTA-BT:

Dar

N star for antalet fraktioner

D stér {or absorberad dos per fraktion

T star for tiden mellan varje fraktion

A star for Adjuvant immunoterapi med ICI eller Hypertermi med 40-44°C

1 tidsintervallen mellan BT fraktionerna.

Mer generellt skulle Intermittent NDTA BT kunna utryckas som:

l
ZNi.Dj.Tk.Ai.
i

Dér parametrarna for NDTA kan anpassas individuellt (i-1) till varje
enskild patient

189



Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi: Nista generation av tumoérbehandling?

IIT Referenser

Olsrud, J., Friberg, B., Rioseco, J., Ahlgren, M. & Persson, B. R. R. 1998. Modelling
intracavitary heating of the uterus by means of a balloon catheter. Conference on
Thermal Therapy, Laser Welding, and Tissue Interaction, Sep 09-111998.
Stockholm, Sweden. pp. 30-35.

Stewart, A. J., Chargari, C., Chyrek, A., Eckert, F., Guinot, J. L., Hellebust, T. P., Hoskin,
P., Kirisits, C., Pieters, B., Siebert, F. A., Tagliaferri, L., Tanderup, K., Todor, D.,
Wojcieszek, P. & Hannoun-Levi, J. M. 2025. Radiobiology and modelling in
Brachytherapy: A review inspired by the ESTRO Brachytherapy pre-meeting
course. Clinical and Translational Radiation Oncology, 50.

Wang, Z. Y., Wang, Z. K., Jiang, J. Y., Yang, L., Li, C. X, Deng, X. W., Li, Y., Yuan, J.,
Jiang, P. & Wang, J. J. 2026. Reprogramming the tumor immune microenvironment

in cervical cancer: synergy between radiotherapy and immunotherapy. Molecular
Cancer, 25.

190



Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi: Nista generation av tumoérbehandling?

191



Synergin mellan Stral- och Immun-Terapi: Nista generation av tumoérbehandling?

Rolf Bertil Ragnar PERSSON, PhD, MDh.c.

Fodd : 12 Oktober, 1938, uppvixt pa Hagagatan 9 i
Malmo.

1970 Filosofie doktor PhD

2004 Medicine hedersdoktor MD h.c.

1980-2005 professor i medicinsk stralningsfysik

2005 — Professor emeritus vid Lunds Universitet
Publicerat: >400 vetenskapliga arbeten,

>20 omfattande rapporter och bocker

Handledare for 40 disputerade doktorer vid de
Matematisk ~ Naturvetenskapliga och  Medicinska
fakulteterna i Lund

Denna beréttelse om Synerin mellan Strdal- och Immun-Terapi har sitt ursprung i min
presentation vid forskningens dag 1983 1 Lund av vér utrustning for mikrovagsinducerad
hypertermi behandling av brostcancer recidiv, dir HM kung Carl XVI Gustaf sammanforde
mig med neurokirurgen professor MDr Leif G Salford.

Strax innan millenniumskiftet initierade Leif Salford en klinisk studie "Brain Immune
Gene Tumour Therapy" (BRIGTT). Ett specifikt tumorvaccin framstélldes baserat pa
tumorceller som extraherades ur tumorvdvnad fran de glioblastompatienter han tidigare
opererat. Min medverkan bidrog till strélstertilisering av vaccinet innan det tillfordes
patienterna. Overlevnadstiden hos de med vaccinbehandlade patienterna forlingdes, men
inga tillfrisknade helt.

I forsoket att forbittra vaccinations effekten, utnyttjades tidigare erfarenheter frin
kombinationen av strdlbehandling med Hypertermi. [ forsoken anvéndes samma
tumormodell som anvénts vid den prekliniska tumérimmunologiska forskningen som lag
till grund for Salfords kliniska vaccinationsstudie med maligna gliom.

Vaccin-behandlingen av Fischer 344 rattor med N29 gliom tumorer inokulerade i
hjdrnan kombinerades med strélterapi och resultaten visade att:

e Enbart strilbehandling en ging med 5 Gy resulterade inte i nigra
overlevare.

e Diremot om Immunoterapi med 3 omgéingar av vaccin kombinerades med
endast en fraktion av 5 Gy stralterapi, sa 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 tumorbehandlingsregim med intermittent stralbehandling i endast négra
lagdosfraktioner i kombination med immunoterapi. Strax efter att resultaten 2003
presenterats vid en neuro-onkologisk kongress i USA, gick jag i pension och projektet fick
dérefter inga resurser att utvecklas vidare.

Nu efter 20 ar har det emellertid rapporterats om kliniska studier som visar att
intermittent stralbehandling med 8 Gy boost fore kirurgi i kombination med Immunoterapi
ger goda resultat vid behandling av icke-immunogena s.k. kalla tumorer t.ex. brostcancer.

Liknande resultat erh6ll vi i Lund med mikrovags inducerad Hypertermi pa 1980-90
talet.

https://www.youtube.com/watch?v=RzDesNluwnlI
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