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HOVEDBUDSKABER

o Immunterapi har medfgrt betydelige onkologiske fremskridt, dog har kun fa patienter med solide kraefttumorer haft gavn
af dette.

« Interferon (IFN)-I inducerer et betydeligt »cluster of differentiation 8«-positivt, T-cellebaseret immunrespons.

¢ Intratumoral IFN-I gger modtageligheden for immunterapeutika.

Cancerregisteret viser en stigning i incidens af solide tumorer i Danmark pa 21% for maend og 14% for kvinder i
perioden 2009-2019. I 2019 blev 45.453 patienter diagnosticeret med og 16.525 dede af solide tumorer [1].
Kirurgisk resektion er livreddende og udger grundlaget i behandlingen af flere solide kraeftformer. Til trods for

dette far flere patienter tilbagefald, som er den vaesentligste arsag til kreeftrelaterede dedsfald [2].

Arsagen til dette er tilstedevaerelsen af mikrometastatiske tumorer, der undviger immunsystemet ved den
primzre operation. Immunsystemet har en saerlig rolle i at genkende og bekeempe tumorceller, hvorfor der i
senere ar er tilkommet nye terapier, der retter sig mod immunsystemet. Immuncheckpointterapi (ICT) har til
formal at aktivere immunsystemet mod tumoren og er en revolution inden for onkologien. Tumorderiverede
antigener, genomisk instabilitet og tumormutationsbyrde pavirker dog tumorens immunogenicitet og er derfor
Kklinisk relevante for behandlingsvalg som ICT, da det kun er et fital af patienterne, der udviser varigt klinisk

respons ved udbredt sygdom [3].

I denne artikel diskuteres det, hvordan tumormikromiljeet (TME) kan pavirke behandlingseffekten for patienter
med solide tumorer, og hvordan intratumorale (IT) behandlingsinterventioner, der fremkalder en sékaldt type I-

interferonrespons, kan modulere TME og saledes gore disse patienter mere modtagelige for ICT.

TUMORMIKROMIU@ET

De seneste artiers onkologiske fremskridt skyldes iseer en bedre forstaelse af de gensidige pavirkninger i TME.
Her mgdes tumor-, immunceller og heterogene strukturer fra det omgivende vaev, hvis interaktioner er
komplekse og varierer betydeligt mellem patienter [4]. Cancerimmunitetscyklussen indledes med registreringen
af tumorantigener, dvs. sensing, efterfalgende aktivering af T-celler, dvs. priming, og deres infiltration af TME,

dvs. homing, for til sidst at eliminere tumorcellerne, dvs. killing [5].

T-celler og natural killer (NK)-celler er de mest effektive til at skanne kroppen for uenskede celler og molekyler

Side 1 af 10



UGESKRIFT FOR LAGER

og er dermed centrale i overvagningen af kreeft [6]. Grundet deres antigenspecificitet og cytotoksiske aktivitet er
T-celler, der er positive over for overfladeproteinet »cluster of differentiation 8« (CD8*-T-celler), i fokus her.
CD8*-T-celler, nogle T-hjelperceller (CD4*-) samt de cytokiner, de producerer, er staerkt forbundet med et godt
Kklinisk outcome i en lang rackke kreefttyper [4].

Tumorcellerne kan dog pavirke CD8*-T-cellerne til at blive dysfunktionelle og udmattede [7]. TME pavirker
immunsystemet pd en made, hvor immunsuppressive celler som regulatoriske T-celler (Teg) 0g pro-tumorigene
makrofager oftest er dominerende i TME. Tyeg er en subpopulation af CD4*-T-celler, som er ansvarlige for

opretholdelsen af selvtolerance gennem haemning af andre immunceller [4].

Makrofager pavirkes af det miljg, de befinder sig i, og kan uddifferentieres mod enten en pro- eller en
antitumorigen faenotype. I TME rekrutteres pro-tumorigene makrofager til at medvirke i angiogenese og
immunosuppression. Disse uddifferentieres bl.a. fra systemiske myeloidderiverede suppressorceller (MDSC),
som er kendetegnet ved protumoral differentiering og undertrykker bade det adaptive og medfedte

immunforsvar [8].

Mangel pé respons mod ICT i solide tumorer kan forklares via balancen mellem fgrneevnte celletyper, der
tilsammen er med til at bestemme tumorens feenotype [6]. Solide tumorer kan klassificeres som veerende varme,
kolde, altered-immunsupprimerede eller altered-excluded baseret pa graden af CD8*-T-celleinfiltration og
sammensatningen af TME. Varme tumorer er karakteriseret ved hgj infiltration af tumorinfiltrerende CD8*-T-
celler (TIL) og korrelerer positivt med ICT-respons [9, 10] modsat kolde tumorer. Altered-immunsupprimerede
tumorer har et sparsomt antal TIL i tumorens periferi samt gget antal af Tyeg 0g pro-tumorigene makrofager i
tumorvaevet. Altered-excluded tumorer domineres af &endret kardannelse og deraf folgende hypoxi og et teet

stroma, ligeledes med TIL i periferien [6] (Figur 1).
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FIGUR 1 Tumorfaenotyper. Solide kraefttumorer kan klassificeres som varme, kolde, altered-
immunsupprimerede eller altered-excluded baseret pa »cluster of differentiation 8«-positiv
(CD8*-) T-celleinfiltration i tumoren og sammensaetningen af tumormikromiljget. Varme
tumorer er kendetegnet ved en hej infiltration af CD8*-T-celler og reagerer bedre pd immun-
checkpointhsemmere, mens kolde tumorer har mindre sandsynlighed for at drage fordel af
s&danne behandlinger grundet fraveeret af CD8*-T-celler. Altered-immunsupprimerede tumorer
har sparsom CD8*-T-celleinfiltration lokaliseret til tumorens periferi og tilstedeveerelse af
immunsupprimerende celler sdsom regulatoriske T-celler og pro-tumorigene makrofager, mens
altered-excluded tumorer domineres af sendret kardannelse og deraf felgende hypoxi og et
taet stroma, mens CD8*-T-celler ligeledes er lokaliseret i tumorens periferi.

Figuren er udarbejdet med biorender.com.
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Modulering af TME i retningen af en varm tumorfeenotype vil ege responset ved ICT og deraf fremme
eliminering af tumorceller. Immuncellerne, der er med til at bestemme tumorfenotypen, igangseetter en raekke
signaleringsveje, som ligeledes modulerer TME. Interferoner, der tilhorer en saerdeles potent cytokinfamilie,

stimulerer immunforsvaret til at bekeempe intracelluleere patogener [11], bl.a. via aktivering af cytotoksiske

CD8*-T-celler.

TYPE I-INTERFERON

Interferon (IFN) opdeles i type I-III afhaengigt af deres proteinstruktur og er en vigtig klasse af endogene
signalmolekyler, der udskilles som led i et inflammatorisk respons. Neaesten alle celletyper kan producere IFN-I

som folge af eksponering for nukleotider fra bakterier eller virus, herunder enkeltstrengede RNA-virus [12] eller
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dobbeltstrengede RNA-virus [13]. Nukleotider fra fremmede virus eller bakterier har specifikke
patogenassocierede molekylare menstre (PAMPs), som genkendes af menstergenkendelsesreceptorer (PRR)

sdsom toll-like receptorer (TLR), hvorpé produktionen af IFN-I igangsaettes [14].

IFN-I er kendt for at supprimere tumorcellers vaekst og migration [15]. IFN-I kan ligeledes heemme
immunsupprimerende celler som Ty, eller MDSC og samtidig ege det medfedte og adaptive immunrespons mod

solide tumorer [14].

Eksogen, systemisk administreret IFN-I er blevet anvendt i flere artier med varierende klinisk effektivitet. IFN-a-
2a blev det forste godkendte immunterapeutiske middel til kraeft i 1986. Sidenhen er flere forskellige
rekombinante typer af IFN-a blevet godkendt til behandlingen af forskellige neoplasmer. Andre terapeutika har

dog imidlertid overgaet brugen af IFN-I til solide tumorer grundet alvorlige systemiske bivirkninger [11].

Lokale behandlingsmetoder med modificerede IFN-I-typer eller laegemidler, der fremkalder et IFN-I-respons, er
dog blevet anvendt i en rackke praekliniske og kliniske studier med gode responsrater samt med en reduktion af
systemiske bivirkninger. Lagemidler, der indeholder fornaevnte PAMPs til aktivering af PRR, er f.eks. TLR-
agonister som imiquimod, der allerede anvendes lokalt i basalcellekarcinomer [16]. Desuden kan lokal

straleterapi udlgse IFN-I-produktion og bliver da undersegt i kombination med ICT ved flere studier [17, 18].

Rationalet bag lokale behandlinger er séledes at mélrette leveringen af IFN-I direkte ind i TME eller at stimulere
den lokale produktion i TME [14].

Et stigende antal studier tyder desuden p4, at samtidig administrering af IFN-I og ICT har en synergetisk virkning

pa antitumorimmuniteten, hvorfor et stigende antal kliniske forseg med kombinationsterapier er i gang [11].

INTRATUMORAL BEHANDLING

IT injektioner er en af de lokale behandlingsmetoder, der har vist sig at kunne omdanne tumorer i retningen af
en varm tumor-feenotype [19]. Princippet er at levere immunstimulerende midler direkte ind i tumoren for at
starte eller oge det lokale sivel som det systemiske immunrespons. Séledes skabes der et polyklonalt adaptivt
respons, der medieres af B- og T-celler mod tumorantigener eller tumorassocierede antigener [19]. En anden
mulig effekt af lokale terapier er den sidkaldte abskopale effekt, der beskriver, hvordan lokal behandling kan fore
til regression af metastatisk sygdom andre steder i kroppen [20]. Derudover minimerer IT injektion bivirkninger,

der opstar ved lav systemisk eksponering, og der kreaeves lavere doser [21] (Figur 2).
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FIGUR 2 Systemisk modsat intratumoral behandling. Mens
systemisk behandling er nemt anvendeligt og praktisk, kraeves
der hojere doser ift. den direkte injektion i malvaevet, hvor den
systemiske eksponering er meget lavere, og en abskopal effekt
er mulig. Den intratumorale behandling kan f.eks. injiceres i
forbindelse med en endoskopi.

Figuren er udarbejdet med biorender.com.
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En af de storste aktuelle udfordringer ifm. den praktiske gennemforelse af IT terapi er tilgeengeligheden af den

solide tumor. Potentielt er de fleste solide tumorer tilgeengelige gennem f.eks. endoskopi eller UL-vejledt

injektion, mens andre kan fremst& mere komplicerede. Injektioner i taet relation til tumorer anvendes allerede

hyppigt i klinisk praksis ved blaekmarkeringer af polypper ifm. endoskopi og anses som en sikker procedure [22].

Antallet af kliniske forseg, der har til formal at afpreve IT behandlingsstrategier, er sdledes i kraftig vaekst - iseer
dem, som fremkalder et IFN-I-respons [19] (Tabel 1 og Tabel 2).
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TABEL 1 Praekliniske in vivo-forseg med interferon type I-inducerende
intratumoral behandling i solide tumorer.

Studie
Zhang et al (2022) [23]

Aznar et al (2020) [24]

Newman et al (2020) [12]

Shekarian et al (2019) [13]

Chicoine et al (2007) [25]

Zanker et al (2020) [26]

Forsegslaegs

MFR-vaccine, lavdosis

Gul feber-vaccinen stamaril

Influenzavaccine

Rotavirusvaccinerne rotarix

& rotateq

TLR4-agonisten LPS

TLR7/8-agonist

IT injektioner af vaccine i mus
samt i cellelinjer med CRC og
HCK

IT injektion af inaktiveret gul
feber-virus, stamme 17D, i
mus samt i cellelinjer med
colonkreeft, RCK, brystkreeft
og MM

IT injektion af vaccine i mus
med MM og TNBC

IT injektion af vaccine i mus
med neuroblastom og
forskellige andre kraeft-
modeller i murine cellelinjer,
dvs. CRC, brystkraeft, lymfom

IT injektioner af LPS i murine
glioblastommodeller (wild type
& TLR4-KO)

IT injektioner af TLR7/8-
agonist i murine metastatiske
TNBC- modeller

Translationelle endepunkter

@get infiltration af CD8*-T-celler og
nedsat pro-tumorigene makrofager
Robust adaptivt immunrespons ved
egning af antistoffer med meeslinger og
taresyge

Nedregulering af signalveje, der
inducerer hypoxi og ROS

@get antal CD8'-T-celler, mens T,,, er
nedsat i tumor

@get CTLA-4 pa CD4*- og CD8*T-celler
Ingen egning af PD-1-ekspression

Systemisk CD8*T-cellemedieret
antitumorimmunitet samt eget
felsomhed af resistente tumorer over for
ICT

Yderligere beskyttelse mod
efterfalgende aktiv lungeinfektion med
influenzavirus

Aktivering af NF-xB i alle cellelinjer ved
middelkoncentrationer

Opregulering af CTLA-4 og CD86 pa
T-celler og myeloidceller

Begge modeller viste tidligt neutrofil og
senere makrofagrigt inflammatorisk
infiltrat

@get DC-aktivering, produktion af type
IFN-I samt andre proinflammatoriske
cytokiner - aget T-celleinfiltration i TME

Kliniske endepunkter

@get overlevelse | mus og betydelig nedsat
tumorvaekst i mus

Behandlingen viste sig ikke at veere kurativ,
dog klar forsinkelse i tumorprogression

IT injektion ved tidl. stadier af tumorudvikling
udever mere udtalt antitumoreffekt

@get effekt ved subkutan praimmunisering
efterfulgt af IT injektioner

Synergetisk effekt med ICT

Reduceret tumorveekst, isaer ved
kombinationsterapi med PD-L1-antagonist
samt ved multiple administrationer af
influenzavaccinen

Abskopal effekt i MM modeller

Signifikant antitumoreffekt i 50% af musene,
50-70% regression Synergetisk effekt med
anti-CTLA4 og anti-PD-L1 med 100%
regression, IT effekt bedre respons end
systemisk

Abskopal effekt i bade neuroblastom- og
lymfommodeller

Injektion af LPS viste nzesten fuldsteendig
tumorudryddelse i subkutane tumorer i wild
type, 50% reduktion i KO mus

Beskeden eget overlevelse hos intrakranielle
glioblastomer

Enkel IT administration

Viser reduceret vaekst af mammatumor og
reduceret metastatisk spredning til lunge,
dvs. abskopal effekt

CD8" = »cluster of differentiation 8«-positiv; CRC = kolorektal cancer; CTLA-4 = cytotoksisk T-lymfocyt-associeret antigen 4; DC = dendritcelle; HCK = hepatocellulzert karcinom; ICT =
immuncheckpointterapi; IFN = interferon; IT = intratumoral; KO = knockout; LPS = lipopolysakkarid; MFR = meeslinger, firesyge, rede hunde; MM: malignt melanom; NF-kB = nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; PD-L1 = programmeret celleded 1 ligand 1; PD-1 = cellededsprotein 1; RCK = renalcellekarcinom; ROS = reaktive oxygenforbindelser;
TLR = toll-like receptor; TME = tumormikromilje; TNBC = triplenegativ brystcancer; T, = regulatorisk T-celle.
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TABEL 2 lgangveerende og afsluttede kliniske forseg med interferon type I-
inducerende intratumoral behandling i solide tumorer.

Forsegsnummer el. studie/status

NCT04591379/gennemfart

NCT05809423/planlagt

Kyi et al (2018) [27]

NCT01491893/gennemfort

Desjarding et al (2018) [28]

NCT03564782/igangvaerende
NCT01628640/ igangveerende

NCT03889895/igangvarende

Kraefttype
Stadie I-1ll CRC, pMMR

Stadie I-1ll CRC, pMMR

Behandlings-refrakteer
metastatisk sygdom, melanom,
HNSCC

Stadie IV maligne gliomer/
glicblastom

Invasiv brystkraeft

Behandlings-refraktaar

metastatisk sygdom, HCK m.m.

Avanceret MM

Forsegsleegemiddel/
mekanisme

IT influenzavaccine/ssRNA

IT influenzavaccine/ ssBNA,
systemisk pembrolizumab
10-12 dage senere

Kirurgi udskydes til 5-6 uger
efter IT behandling og 3 uger
efter ICT-behandling

IT poly ICLC/TLR2 agenist,
dsRNA-kompleks

IT PVSRIPO/ssRNA

IT PVSRIPO/ssRNA)
IT rekombinant IFN-

IT rekombinant denguevirus/
ssRNA

Translationelle endepunkter

@get CD8*-T-celleinfiltration,
nedregulering af genekspression i
neutrofile signalveje. Signifikant
opregulering af PD-L1 og
nedregulering af FOXP3

Hos 1 patient malt stigning i CD4*-
og CD8*-T-celler samt udtryk af PD1
og PD-L1 sammenlignet med andre
patienter

Opregulering af gener, der er
forbundet med kemokinaktivitet,
T-celleaktivering og
antigenprassentation

l.o.

l.o.

lLo.

.0,

Kliniske endepunkter og bivirkninger

Der opstod ingen endoskopiske
sikkerhedshaendelser hos nogen af de
10 patienter

Grad 1 behandlingsrelateret AE opstod
hos 1 patient

Ingen patologisk respons

Studie gér videre til fase Il med
immuncheckpoint-kombinationsterapi

l.o.

Ud af 8 patienter opndede 1 patient
stabil sygdom, dvs. progressionfri
overlevelse i 6 maneder, resten havde
progressiv sygdom

Grad 1-2 behandlingsrelateret AE
forekom

Studie gér videre til fase Il med ICT-
kombinationsterapi (NCT02423863)
Ud af 61 patienter havde 19% AE grad
3 eller hejere. 21% af patienterne var i
live efter 24-36 méneder sammenlignet
med 4% i kontrolgruppen.

l.o.

l.o.

l.o.

AE = adverse events; CRC = kolorektal cancer; dsRNA = double-stranded RNA; FOXP3 = forkhead box protein 3; HCK = hepatocellulzert karcinom; HNSCC = head and neck squamous cell
carcinoma; ICT = immuncheckpointterapi; IFN = interferon; IFN-p = interferon beta; IFN-| = interferon type ; i.o. = ikke oplyst; IT = intratumoral; MM = malignt melanom; poly ICLC =
polyinosinic-polyeytidylic acid stabilized with polylysine and carboxymethylcellulose; PD-L1 = programmeret celledod 1 ligand 1: PD-1 = cellededsprotein 1; pMMR = proficient mismatch
repair; PYSRIPO = rekombinant polio- og rhinovirus; ssRNA= single-stranded RNA.

Ved de forste fire praekliniske studier i Tabel 1 blev vacciner mod RNA-virus anvendt [12, 13, 21, 24], hvorimod

de sidste to brugte TLR-agonister [22, 23]. Ud fra resultaterne af studierne viser brugen af enkeltstrenget RNA
(ssRNA) eller dobbeltstrenget RNA (dsRNA) sig at veere effektiv i at aktivere PRR og dermed fore til aktivering og

pget infiltrering af CD4*- og CD8*-T-celler i TME. I disse praekliniske studier sds desuden aget forekomst af

cytotoksisk T-lymfocytassocieret antigen 4 (CTLA-4) eller programmeret cellededsprotein 1 (PD-1), hvorfor

kombinationen med ICT, der blokerer virkningsmekanismen af disse to receptorer, havde en betydelig

synergetisk effekt. Brugen af TLR-agonister synes at vaere effektiv til at malrette leveringen af IFN-I direkte ind i

TME. Dette ses gennem opreguleringen af immunceller som antitumorigene makrofager og CD8*-T-celler, mens

der ses feerre immunsupprimerende celler som Treg. Et speendende fund er desuden en oget klinisk effekt ved

multipel vaccineinjektion [12, 24] samt tilstedevaerelsen af en abskopal effekt, bade ved brug af RNA-virus og
TLR-agonist [12, 13, 23].

De kliniske studier anfert i Tabel 2 er fase I-sikkerhedsstudier med en meget lille studiepopulation og anvender
dsRNA, ssRNA eller TLR-agonister. Patienterne har ud over det forste studie (NCT04591379) fremskreden type

solid kreeft, hvorfor disse mé antages at veere meget heterogene. Dette skyldes ikke kun (epi)genetiske

interindividuelle forskelle, men i hej grad ogsa den individuelle sammensetning af TME [29].

Forste og tredje kliniske studie, der anvender hhv. influenzavaccinen og polyinosinic-polycytidylic acid

stabilized with polylysine and carboxymethylcellulose viser dog interessante translationelle endepunkter

(NCT04591379, [27]). Ud over gget immuncelleinfiltration ses der en opregulering af CTLA-4 og/eller

programmeret celleded ligand 1 (PD-L1). Opreguleringen af checkpoints, som i en tumorsetting vil medfere

fornyet veekst af tumoren, er en normal reaktion pé oget CD8"-celleaktivitet i vaevet, da det medferer en

blokering af aktiviteten af de infiltrerende CD8*-celler. Her kan ICT som PD-1- eller CLTA-4-heemmere dog

anvendes til at ophaeve denne blokering af immunceller, hvorfor fase II-forseg med kombinationsterapier
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potentielt vil kunne fore til oget klinisk respons. Her vil optimal timing af IT behandling fer ICT kunne
maksimere det synergetiske potentiale og skabe et gunstigt immunologisk miljg som planlagt i fase II-studiet
(NCT05909423), der er forudgaet af fase I-studiet, der anvender IT influenzavaccine (NCT04591379).

DISKUSSION

De celluleere samspil i TME er komplekse, og en manglende forstielse af disse er p.t. en haemsko for udviklingen
af effektive onkologiske behandlingsmetoder. Ikke desto mindre har ICT fort til betydelige fremskridt ift.
overlevelse. IFN-I har bidraget til en raekke gavnlige effekter hos patienter med kreeft, iseer ved IT injektion,
hvorfor antallet af interventionsforseg, der har til formal at modulere tumorfeenotypen mod en varm/altered-
excluded tumorfaenotype, er stot stigende. De fleste kliniske studier i fase I har sikkerhed som det primzre
endepunkt. Malgruppen er oftest enten patienter med fremskreden, behandlingsrefrakteer sygdom eller
lokaliseret sygdom i tidligt stadie, hvor interventionen er neoadjuverende, sékaldte window of opportunity-
studier [30]. Sidstneevnte patientgruppe har et mere intakt immunsystem, der potentielt kunne lede til et mere

robust klinisk respons end hos patienter med fremskreden sygdom [21].

Meget tyder p4, at der er behov for flere og mere fokuserede studier for at karakterisere mekanismer i
omdannelsen af og vekselvirkningerne i TME. Dette kan gores med translationelle analyser, der gor det muligt at
opné en omfattende forstaelse af veevshaserede processer vha. spatiale transkriptom- og proteinanalyser samt
analyse af udbredelsen og aktiviteten af bestemte celletyper. Derved kan der opnas indsigt i, hvilke leegemidler
der er sikre at anvende, belyse, hvilke tumortyper der er mest folsomme over for lokal terapi, samt hvilke

primaere resistensmekanismer der kunne gore sig geeldende.

Det kan konkluderes, at kortlaegningen af effekter af IFN-I-inducerende IT behandling samt gget forstielse af de
indbyrdes forbundne mekanismer er afgerende for udvikling af nye og mere effektive behandlinger til patienter

med solide kreefttyper.
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SUMMARY

Intratumoural induction of type | interferon response in solid tumours

Lea Loffler, Ismail Gogenur, Susanne Brix & Mikail Gogenur
Ugeskr Laeger 2023;185:V03230178

Interactions in the tumour microenvironment (TME) are complex and pose a major oncological challenge.
Immunotherapy has led to significant progress in recent years, however, not all patients benefit from this. An
increasing number of trials try to modulate the TME. Interferon type I (IFN-I) proteins play an important role in
the immune response, having many beneficial effects in patients with cancer, particularly when administered
locally. This review finds that targeted intratumoural delivery of IFN-I to the TME may mediate optimal

therapeutic effects in solid cancers, having extensive implications for clinical oncology. However, an increased
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understanding of the mechanisms is imperative to develop new and better treatments for solid cancers.
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