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Mikromiljget som med- og modspiller
1 B-celle-non-Hodgkin-lymfomer

Uffe Klausen', Mads Hald Andersen' & Lars Mgller Pedersen?

Kreeft kan ikke leengere betragtes som isolerede celler
pa afveje, men skal ses som helhed i samspil med de
1) Center for Cancer celler, der udger miljget omkring kraftcellerne. I denne

Immunterapi, artikel vil vi redeggre for vores nuvaerende viden om
Haematologisk Afdeling,

Herlev og Gentofte
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mikromiljgets betydning for de hyppigste B-celle-non-

Hospital Hodgkin-lymfomer (B-NHL), samt hvilken rolle de en-
2) Heematologisk kelte celletyper spiller, enten som med- eller modspil-
Afdeling, Herlev og lere, i kampen mod lymfekreft.

Gentofte Hospital

Ugeskr Laeger NON-HODGKIN-LYMFOMER

2017;179:v03170220 NHL er en heterogen gruppe af bade B- og T-cellelym-
fomer og dekker over mere end 35 forskellige under-
typer. Denne artikel omhandler B-cellelymfomerne,
som udggr mere end 80% og findes i klinisk aggressive
former, som diffust storcellede B-cellelymfom (DLBCL)
og mere indolente typer, herunder follikulaert lymfom
(FL).

B-NHL behandles typisk med kemoterapi i kombi-
nation med rituximab, som er et antistof mod B-celle-
markgren CD20. Ved de aggressive lymfomer er dette
ofte en kurativ behandling, men med fortsat relativ hgj
relapsrate. For de indolente tilstande har behandlingen
ikke kurativt potentiale, hvorfor man sigter mod at
holde patienten symptomfri og holde toksiciteten mini-
mal. De prognostiske verktgjer bygger pa kliniske para-
metre, som kun i begranset omfang kan vejlede kli-
nikeren i forhold til terapivalg. Der forskes derfor i at
kortlaegge genetiske og biologiske faktorer, som har ind-

' HOVEDBUDSKABER

» Kraeftceller har leenge vaeret anskuet laegemidler tager udgangspunkt i
som autonome celler, som uhaammet lymfomcellernes interaktion med
tilsidesaetter samspillet med de omagi- omgivelserne, og saerligt immunterapi
vende celler. tager udgangspunkt i at vende mikro-

miljget mod lymfomcellerne. Forsta-
else af mikromiljgets indflydelse pa
det enkelte l:=gemiddel og de mange
nye behandlingsmuligheder er et
skridt pa vejen til at skreeddersy den
rette behandling til den rette patient.

» Inden for det seneste arti er man naet
til den erkendelse, at mikromiljget om-
kring tumorcellerne indgar direkte i
non-Hodgkin-lymfomers udvikling og
trivsel og spiller en rolle for, hvordan
kreeftbehandling virker.

» Der er mange lovende lsegemidler pa
vej til behandling af lymfekraeft. Disse

flydelse pé patogenesen, samt deres prognostiske betyd-
ning. Det er et kompliceret og uafsluttet arbejde, men
man ved nu, at miljget omkring lymfomcellerne spiller
afggrende roller for lymfomets overlevelse og vekst.

I modseaetning hertil ved man ogsd, at immunsystemet er
i stand til at forhindre og bremse udviklingen af lymfo-
mer, hvilket illustreres af den ggede forekomst af NHL
blandt steerkt immunsupprimerede patienter [1].

MIKROMILIGETS SAMMENS ZTNING

Immunsystemet er normalt meget fint afbalanceret
mellem immunitet og tolerans, sdledes at organismen
kan bekampe virus og bakterier, uden at det pafgrer
skader p& normalt vaev. En raekke forskellige immun-
haemmende celletyper indgér i dette komplicerede net-
vaerk af centrale og perifere toleransmekanismer, for
eksempel de sékaldte regulerende T-celler (Tregs),
visse former for dendritceller (DC) og sékaldte myelo-
idafledte heemmeceller (MDSC) og tumorassocierede
M2-polariserede makrofager (TAMy,) (Figur 1). De
immunhemmende celler er under normale omstendig-
heder vigtige, men for kreeftpatienter udger de et net-
veerk, som forhindrer et effektivt antitumorimmunre-
spons. For NHL har miljget tilsyneladende forskellig
betydning, og overordnet tegner der sig et mgnster af,
at de indolente lymfomer er mere afthengige af mikro-
miljget end de aggressive NHL (Figur 2) [2].

I mikromiljget indgér flere immunceller i lymfoma-
genesen, herunder dendritceller, stromaceller og folli-
kuleere T-hjeelper (FTh)-celler (Figur 1A). DC aktiverer
B-cellereceptoren via antigenprasentation, hvilket er et
vigtigt signal for lymfomcellernes vakst og overlevelse
[3]. Interleukin (IL)4 og IL21 er Th2-cytokiner, som
har naturlig stimulerende effekt pa B-celler og derfor
ogsa er et naerende signal for de maligne B-celler. Th2-
cytokinerne udskilles af de hyppigt forekommende
FTh-celler, som ogsa stimulerer lymfomcellerne med
koaktiverende signaler ved direkte cellekontakt [4].
Stromaceller er essentielle celler i lymfeknudernes arki-
tektur, hvor de via kemokiner dirigerer, hvilke celler
der skal tiltraekkes til mikromiljget, og hvilke roller de
skal varetage. Ved mantelcellelymfom (MCL) lader
stromacellerne til at spille en direkte rolle for behand-
lingsresistensen [5].




Maligne mutationer indeberer ofte dannelse af
fremmede antigener, som immunforsvaret kan gen-
kende. Cytotoksiske T-lymfocytter (CTL) spiller en vig-
tig rolle i immunsystemets angreb pé tumorceller, men
i NHL er de ofte ineffektive med nedsat motilitet, cyto-
kinfrigivelse og defekt synapsedannelse som resultat af
hemmende signaler i mikromiljget [6]. CTL understgt-
tes af Th-celler, natural killer (NK)-celler og tumorasso-
cierede M1-makrofager (TAMy), som led i deres natur-
lige immunologiske funktion (Figur 1C) [7].

Pa grund af immunforsvarets antitumorrespons er
det ngdvendigt for lymfomcellernes overlevelse, at de
er i stand til at undslippe immunforsvaret. Det foregar
bl.a. ved, at lymfom- og stromaceller rekrutterer im-
munsupprimerende TAMy, og Tregs til mikromiljget,
hvilket heemmer antitumoraktiviteten (Figur 1B) [8].
Modsat de immunaktive TAM,; er TAM,, associeret
med immunsuppression og karnydannelse, hvilket ogsa
er pavist ved NHL [9]. Det er pévist, at stromaceller i
mikromiljget spiller en rolle i polariseringen af makro-
fager mod en M2-feenotype via cytokiner og kemokiner
[8, 9]. Tregs er i stand til at hamme den cytotoksiske
effekt af CTL og NK-celler og er hyppigt til stede i NHL
[10]. Ligesom for makrofagerne spiller stromaet og
lymfomcellerne en rolle i endring af proinflammatori-
ske Th-celler til antiinflammatoriske Tregs via cyto-
kiner og kemokiner [11]. MDSC er en undertype af
cirkulerende monocytter, som er fundet at have bade
systemiske og lokalt immunsupprimerende egenskaber
i NHL og er associeret med avanceret sygdomsstadie og
aggressiv sygdomsprasentation [12].

MEKANISMER FOR IMMUNUNDDRAGELSE

De mekanismer, som cellerne anvender til immunund-
dragelse, er ofte nogle, som under normale omstandig-
heder modererer omfanget af et immunrespons for at
beskytte veerten mod ungdvendig veevsskade. Mekanis-
merne opreguleres derfor i mikromiljget i naturlig for-
leengelse af et antitumorrespons og kan udtrykkes af
bade raske immunceller og lymfomceller. I et fransk
studie fandt man, at op mod 30 af 54 udvalgte gener,
der indgar i immununddragelsesmekanismer, var over-
udtrykt i NHL, herunder PD1, PD-L1 og PD-L2 [13].
Programmed death receptor 1 (PD1) er et immuncheck-
point, som findes pé T-celler og hemmer cellens immu-
naktivitet, nar den bindes til liganderne PD-L1 eller
PD-L2. I DLBCL er PD-L1 og PD-L2 udtrykt bade pa tu-
morcellerne og i mikromiljget, men i FL er PD-L1 nee-
sten udelukkende udtrykt af raske celler i mikromiljget,
seerligt makrofager [13]. I studier er det pavist, at PD-
L2 har hgjere receptoraffinitet end PD-L1 og oftere er
udtrykt pa de maligne celler i NHL, hvilket ggr PD-1.2
interessant for malrettet behandling i lymfomer [13,
14]. TIM3, LAG3 og CTLA4 er andre immuncheck-
points, som er overudtrykt pa T-celler i NHL og karak-

g FIGUR 1

Mikromiljoets celler og deres roller. A. Stromaceller (SC), folliku-
laere T-hjaelperceller (FTh) og follikulaere dendritceller (FDC) under-
stotter lymfomcellernes proliferation og overlevelse, bl.a. ved pro-
inflammatoriske cytokiner, kostimulation og B-cellereceptorsig-
nalering. B. M2-makrofager (M2), regulatoriske T-celler (Treg) og
lymfomceller heemmer immunforsvarets antitumorrespons bl.a.
ved at udtrykke immuncheckpoints, herunder PD-1-ligander.

C. M1-makrofager (M1), cytotoksiske T-lymfocytter (CTL) og T-
hjeelperceller (Th) repraesenterer immunforsvarets antitumorre-
spons og fungerer ved toksisk aktivitet, cytokinudskillelse og fa-
gocytose. Th og M1 andres i mikromiljget til hhv. Tregs og M2.
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u FIGUR 2

Mikromiljgets variation blandt non-Hodgkin-lymfomundertyper.
Det lavmaligne follikulzere lymfom og det meget aggressive Bur-
kitts lymfom er polerne i et kontinuerligt menster, hvor mikromilje-
ets diversitet og betydning aftager med lymfomets aggressivitet.
Mikromiljget har indflydelse pa, hvordan behandlingen virker, og
kan beskytte tumorcellerne. Dette kan vare en af flere forklarin-
ger p3, at de lavproliferative lymfomer har resistente celler og
endnu ikke kan kureres, i modsaetning til de aggressive lymfomer.
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u FIGUR 3

Immununddragelse. Nar cytotoksiske T-celler (CTL) stimuleres ved
antigengenkendelse og kostimulerende cytokiner, opreguleres
immuncheckpoints som PD-1, TIM3, LAG3 og CTLA4, som hammer
T-cellernes aktivitet ved binding til deres respektive ligander. Li-
ganderne opreguleres i mikromiljget, herunder iszer tumorassoci-
erede makrofager (TAM), som respons pa T-cellernes cytokinfrigi-
velse. Indolamin-2,3-dioxygenase (ID0) nedbryder tryptofan og er
saerligt udtrykt af dendritceller (DC), men ogsa non-Hodkin-lym-
fomceller (NHL) og haammer aktiviteten af CTL.
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MHC = major histocompatibility complex; TCR = T-cellereceptor.

teriserer en udtrattet T-cellepopulation, bl.a. pga.
overstimulation fra cytokiner, herunder IL12 (Figur 3)
[6,13, 15].

T-cellernes aktivitet reguleres ogsé af tilgangen til
essentielle naeringsstoffer bl.a. aminosyrerne arginin og
tryptofan. Tryptofan nedbrydes af enzymet indola-
min-2,3-dioxygenase (IDO), hvilket resulterer i, at spe-
cielt cytotoksiske T-celler gér i delingsstop (Figur 3).
IDO udtrykkes normalt i forbindelse med inflammation
og bidrager til kontrol af immunreaktioner. Via tumour
growth factor-f spiller IDO en rolle i omdannelsen af
Th-celler til Tregs og er overudtrykt i lymfomceller og
DC’er i mikromiljpet [13, 16-18]. IDO spiller saledes
bade en rolle i rekruttering af immunsupprimerende
celler og direkte heemning af CTL’er. Arginin nedbrydes
af arginase-1, som er en af ngglemekanismerne for
MDSC’ers immunsupprimerende effekt i NHL [12].

MIKROMILIGETS PROGNOSTISKE BETYDNING

Bade i FL og DLBCL har man ved genekspressionsprofi-
lering (GEP) fundet prognostisk betydende signaturer,
som stammer fra mikromiljget [19, 20]. Man har siden

forsket i de enkelte cellers prognostiske betydning, og
selvom der er enkelte tendenser, er der generelt ikke
konsensus om, hvilke udfald cellerne pradikterer. For-
skelle i behandling af de forskellige kohorter lader til at
have sarlig indflydelse pé cellernes prognostiske betyd-
ning. Eksempelvis har makrofagers prognostiske betyd-
ning andret sig efter indfgrelsen af rituximab, men la-
der ogsé til at influeres af hydroxydaunorubicin [21,
22]. En accepteret forklaring er, at makrofagerne bi-
drager med antistofathengig cellemedieret cytotoksici-
tet ved Fc-receptorbinding til rituximab. Generelt lader
makrofager og T-celler til have stgrst prognostisk ind-
flydelse, hvilket fremgar af GEP-studiet [19]. I FL anses
infiltrationsgraden af CD8-T-celler som positiv progno-
stisk marker, men for DLBCL er der i et flertal af studier
pavist, at cellerne repraesenterer en ugunstig profil [23,
24]. Der er ikke konsensus om den prognostiske betyd-
ning af Tregs, men nuvaerende data tyder p4, at de er
en gunstig marker i FL og germinalcentertype DLBCL,
men en ugunstig marker i aktiveret B-celletype DLBCL
[25]. Generelt er der ikke nogen klar sammenhang
mellem cellernes formodede funktion i mikromiljget og
deres prognostiske betydning, men cellernes interak-
tion med de enkelte leegemidler ser ud til at veere en
vigtig faktor.

TERAPEUTISKE PERSPEKTIVER

Der er adskillige nye leegemidler pé vej til behandling af
NHL. Flere af disse leegemidler pdvirker mikromiljpets
samspil med tumoren. Lenalidomid er et immunmodu-
lerende legemiddel, som har veeret anvendt ved mye-
lomatose i flere ar. Det kan genetablere defekt synap-
sedannelse mellem CTL og lymfomcellerne og oge
antallet og aktiveringen af NK-celler [26]. Lenalidomid
er godkendt til patienter, der har MCL med behand-
lingsvigt eller tilbagefald, og det undersgges i fase
3-studier ved DLBCL, FL og marginalzonelymfom.

Grundet B-cellereceptorens vigtige rolle for lym-
fomecellernes trivsel er der udviklet adskillige leegemid-
ler, som heemmer enzymer i B-cellereceptorkaskaden
f.eks. milttyrosinkinase, Brutons tyrosinkinase og fos-
foinositid 3-kinase [3]. De bedst undersggte laegemid-
ler til behandling af NHL er ibrutinib og idelalisib, hvor
ibrutinib er godkendt som andenlinjebehandling af
MCL og undersgges i fase 3-studier ved de gvrige NHL-
undertyper.

Immuncheckpointinhibitorer er blandt de leegemid-
ler, der har opndet mest opmerksomhed og anerken-
delse inden for kreeftbehandling, og stormer frem som
forstelinjekreeftbehandling ved flere kreeftformer. Det
er antistoffer, som blokerer de heemmende signaler
mellem mikromiljget og de cytotoksiske T-celler, hvil-
ket favoriserer T-cellernes naturlige antitumorrespons.
PD-1-antistoffet nivolumab blev for nylig EMA-god-
kendt til behandling af Hodgkin-lymfom og er det bedst




undersggte checkpointantistof mod NHL. Ved brug som
monoterapi er der i fase 1-forsgg fundet responsrater
pa hhv. 36% og 40% i DLBCL og FL, og adskillige fase
2-forsgg med PD1-antistoffer er siden blevet initieret til
patienter med NHL [27].

Vi har pa Center for Cancer Immunterapi pdvist, at
der hos patienter findes cytotoksiske T-celler, som kan
genkende immuncheckpoints og sld bade kreftceller og
immunhammende celler ihjel [28]. Vi har sédledes
identificeret seerligt immunogene peptidsekvenser fra
bade IDO, PD-L1 og PD-L2 og udviklet kraeftvacciner
baseret pa disse peptider [29]. Da immunhe&mmende
celler modvirker de gnskede virkninger af immunte-
rapi, kan vaccination imod f.eks. IDO eller PD-L1 veare
et lovende supplement til nuveaerende og fremtidige te-
rapiformer, herunder kimeerisk antigenreceptor-T-cel-
leterapi. IDO-vaccinen er testet ved lungecancer med
lovende resultater, og PD-L1-vaccinen indgér i et ny-
startet fase 1-studie ved myelomatose (NCT03042793)
[30]. P& grund af mikromiljgets betydelige rolle ved
lymfomer er vi ved at starte et fase 1-forsgg, hvor vi vil
vaccinere patienter med FL med de dele af PD-L1- og
PD-L2-proteinet, som vi ved, at immunforsvarets
T-celler kan reagere imod.

KONKLUSION

Forstdelse af mikromiljgets rolle i lymfomagenesen har
abnet for nye muligheder for malrettet behandling. Cel-
lerne i mikromiljget kan pévirke effekten af en given
behandling, som omvendt kan pdvirke sammensetnin-
gen af mikromiljget. Flere celler og mekanismer indgar
i immunsuppression, som heemmer immunforsvarets
eget antitumorrespons, og bgr adresseres i forbindelse
med immunterapi. Der er lovende behandlingsmulig-
heder pa vej, hvor mikromiljget indgar, og en bedre for-
stéelse af samspillet mellem behandling og mikromiljg
er et skridt pa vejen til at sammensette den bedste be-
handling til den enkelte patient.

SUMMARY
Uffe Klausen, Mads Hald Andersen & Lars Maller Pedersen:

Micro-environment being agonist as well as antagonist in
B-cell non-Hodgkin lymphoma pathology
Ugeskr Laeger 2017;179:V03170220

The tumour micro-environment has emerged as an essential
component in B-cell non-Hodgkin lymphoma pathology, with
both nurturing and protective cells. The diversity and impact
of the micro-environment seems to be greater in the
indolent lymphoma types, while the aggressive subtypes
are more independent. The prognostic impact of the
environmental cells seems to depend on the specific
treatment, and novel treatments targeting the micro-
environment are emerging. Immune checkpoints, expressed
by lymphomas, serve as promising targets for immune
checkpoint inhibitors and vaccination therapy.
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