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Resyme

Formalet med oppgaven

I lopet av medisinstudiet har jeg flere ganger blitt fascinert av immunsystemets pavirkning av
utallige normale og patologiske prosesser i kroppen - det kan virke som om immunsystemet «alltid
er involvert». Den store sykdomsgruppen kreft har ogsa lenge interessert meg: bade pd grunn av
dens svert interessante og avanserte biologiske mekanismer, og fordi de kontinuerlige fremskrittene
1 forskningen relativt raskt kan fa store betydninger for de mange tusen som rammes av disse
sykdommene hvert ar. Jeg har valgt & gjere et litteraturstudium der formalet var & lere meg mer om
immunsystemets komplekse og motstridende mekanismer i kreftutvikling. Det har vert et

spennende, men ogsd krevende arbeid & forseke a trekke ut essensen i dette enorme fagfeltet.

Metode

Jeg har gjort en systematisk gjennomgang av litteraturen som omhandler min valgte
problemstilling. Litteraturen som jeg har benyttet i denne oppgaven er hovedsakelig funnet ved
hjelp av medisinske databaser som PubMed og Cochrane. Jeg har ogsa brukt sgketjenesten Google
Scholar til & finne aktuelle kilder, som jeg deretter har sekt opp i de nevnte medisinske databasene.
Jeg har benyttet meg av anerkjente lerebeoker og da spesielt «The Biology of Cancer» av Robert

Weinberg, «Robbins Basic Pathology» av Kumar et al., og Peter Parhams «The Immune Systemp.

Om oppgaven

Immunsystemet er viktig i kreftutvikling pa to motstridende méter, pa den ene siden kan det
eliminere kreftceller, mens det pa den andre siden kan fremme kreftutvikling. I oppgaven vil jeg sa
systematisk som mulig beskrive mekanismene for hvordan disse pavirkningene skjer,
innledningsvis ved & beskrive det vi vet om immunsystemets komponenter og mekanismer med
utgangspunkt i dets forsvar mot infeksjoner. Jeg vil sa beskrive den delen av forskningsfeltet hvor
immunsystemet har vist & kunne hemme kreftutvikling, og deretter oppsummere aktuelle studier
som viser at inflammasjon kan bidra til kreftutvikling. Avslutningsvis vil jeg gi en oversikt over hva

den kliniske relevansen av disse kunnskapene er.
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Forkortelser

BCG - Bacillus Calmette-Guérin

COX - Cyclooxygenase

CTLA-4 - Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
DC - Dendritic cell

DNAM-1- DNAX Accessory Molecule-1
EBYV - Epstein-Barr virus

ECM - Ekstracellular matrix

FoxP3 - Forkhead box P3

GTP - Guanosine triphosphate

HBYV - Hepeatitis B virus

HER-2 - Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
HLA - Human leukocyte antigen

HPV - Human papillomavirus

HSP - Heat shock protein

IDO - Indoleamine 2,3-dioxygenase

Ig - Immunoglobulin

IL - Interleukin

IFN - Interferon

IFNAR - interferon-o/p receptor

IRF3 - Interferon regulatory factor 3

IS - Immuno score

JAK - Janus Kinase

KIR - killer immunoglobulin-like reseptorer
LMP2 / LMP7 Large Multifunctional Peptidase 2 / 7
LPS - Lipopolysaccharide

MCA - Methylcholanthrene

MC - Mastcelle

Neakkelord

Kreft

Kreftsykdom
Kreftsvulst
Immunologi
Immunceller
Immunosurveillance
Immunoedeting

Inflammasjon
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MDSC - Myeloid-derived supressor cells

MHC - major histocompatibility comlex class
MICA/B - MHC class I chain-related proteins A and B
MMP - matrix metalloproteinase

MYDSS - Myeloid differentiation primary response gene 88
NF-«xB - nuklear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells

NK-celle - Natural Killer cell

NKT-celle — Natural Killer T-cell

NSAIDs - Non-steroidal Anti-Inflammatory Drugs
PD-1/PD-L1 - Programmed cell death 1 (PD-1) / ligand
PDGF - platelet-derived growth fact

PI3k - Phosphatidylinositide 3-kinase

PPAR - Peroxisome proliferator-activared receptors
pRb - retinoblastoma-tumor supressorproteinet

RAG - recombination activating gene

STAT - Signal Transducer and Activator of Transcription
TAM - Tumor associated macrophage

TAN - Tumor associated neutrophile

TAP - transporter associated with antigen processing
TCR - T-cellereseptor

TGF-B - Transforming growth factor beta

TIL - Tumorinfiltrerende lymfocytter

TLR - Toll like receptor

TRAIL - TNF-related apoptosis-inducing ligand

TRIF - TIR-domain-containing adapter-inducing interferonf

TNF - Tumor necrosis factor



1. Introduksjon

Sykdomsgruppen kreft

Kreft er et fellesbegrep pa en stor gruppe ulike sykdommer som har en del biologiske fellestrekk
(hallmarks). Kreftsykdom oppstér pa grunn av malign neoplasi. Med neoplasi menes ny-vekst, og
dette oppstér ved at en cellepopulasjon vokser autonomt og ukoordinert med det normale vevet den
oppstér fra. Et annet ord for neoplasi er svulst. Svulster deles inn i benigne- eller maligne svulster.
Ordet «malign» beskriver svulstens evne til & invadere og edelegge omkringliggende strukturer, og
eventuelt ogsa spre seg til andre fjerntliggende strukturer og organer (en prosess som kalles
metastasering). Kreftsykdommene kan deles inn i fem underkategorier med utgangspunkt i hvilken
celletype de oppstar fra: (I) karsinomer er kreft som oppstér i epitelceller (omtrent 90 % av
kreftsykdommene), (II) sarkomer er kreft som oppstar i mesenchymale strukturer (binde- og
stottevev), (II1) leukemier er kreft som utgér fra blodceller eller deres stamceller, (IV) lymfomer og
myelomer er kreft som utgér fra celler i immunsystemet, og (V) kreft i sentralnervesystemet er kreft
som oppstar i vevene 1 hjernen og ryggmargen. Disse undergruppene skiller seg fra hverandre, men
har ogsa store forskjeller innad nar det kommer til biologiske kjennetegn, prognose og behandling. I
dagligtalen benevnes ofte kreft med utgangspunkt i hvor i kroppen den har oppstatt, men i de fleste
organer kan det oppsté flere ulike typer kreftsykdommer som skiller seg morfologisk og biologiske

fra hverandre (1).

12010 ble det registrert 28 271 nye krefttilfeller i Norge. Sannsynligheten for & utvikle kreft for 75
ar er 35 % for menn og 28 % for kvinner. @kt forskningsaktivitet har gitt okt forstaelse av flere av
de ulike kreftsykdommene, noe som har medfert bedre prognostiske hjelpemidler, og mer effektiv

og skreddersydd behandling For flere av kreftsykdommene rapporteres det stadig okt overlevelse
2).

Kreft er mer enn bare Kkreftceller

Frem til slutten av 90-tallet gikk kreftforskning hovedsakelig ut pa & forsta biologien til de malignt
transformerte parenchymcellene i kreftsvulsten, mens man i dagens kreftforskning i mye sterre grad
fokuserer pa alle komponentene i en svulst for & forsta dens biologi. Ulike svulsttyper har ulike

mikromilje, som i varierende grad bestar av forskjellige signalsubstanser, og stromale komponenter
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som ekstracellulaer matrix, fibroblaster, blodarer, og immunceller (figur 1). P4 mange mater har
kreftsvulster strukturer og funksjoner som om de var egne organer. De stromale cellene i
kreftsvulster er nd kjent som viktige medhjelpere i kreftutviklingen, ved at de produserer mitogener
(kjemiske substanser som stimulerer celleproliferasjon), vekstfaktorer, hormoner og cytokiner
(signalmolekyler) som stimulerer kreftcellene til proliferasjon, hemmer apoptose (kontrollert
celledad), stimulerer til angiogenese (dannelse av blodarer i kreftsvulsten som tilferer naring og
oksygen som er ngdvendig for vekst, i tillegg til 4 veere en mulig spredningsrute for kreftcellene),
og stimulerer til gkt invasivitet og metastasering (3) (figur 1). Forstaelsen av

de kreftfremmende egenskapene til de stromale komponentene i svulster har fort til at det stadig
kommer nye legemidler pd markedet som angriper disse komponentene istedenfor kreftcellene

direkte (4).

Endothelial cells

Carcinoma associated fibroblast

® Growth factor 4 Growth factor receptor

4 Protease < Protease inhibitor

Figur 1: Figuren viser en forenklet oversikt over komponentene som vanligvis er tilstede i en

kreftsvulst (5). (Sittichai Koontongkaew. Cancer 2013; 4(1):66-83.)
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Immunsystemet og kreft

Siden oppdagelsen av immunsystemets forskjellige komponenter har det vert foreslatt at det er en
sammenheng mellom disse og kreftutvikling. I dag vet vi at immunsystemet er involvert i
kreftutvikling péd to motstridende méter: det kan bdde eliminere kreftceller, men ogsé bidra til &
fremme malign celletransformasjon. Begge disse forskningsfeltene har mett stor motstand opp
igjennom arene, men godtas nd av de aller fleste. I den reviderte utgaven av den betydningsfulle
artikkelen «Hallmarks of cancer» skrevet av Hanahan D og Weinberg RA (2011)

gikk langt pa vei i & anerkjenne begge feltene ved & beskrive «Avoiding immune destruction» som
et fremvoksende kjennetegn (emerging hallmark), og «tumor-promoting inflammation» som et

tilretteleggende kjennetegn (enabling hallmark) for kreftutvikling (figur 2) (6).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death SUppPressors

Inducing
angiogenesis

Enabling replicative
immortality

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Ny Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figur 2: The Hallmarks of Cancer beskriver de egenskaper en celle ma opparbeide seg for d bli en
kreftcelle (6) (Hanahan D, Weinberg RA, Cell 2011;144(5):646-74)
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2. Menneskets immunsystem

2.1. Immunsystemets komponenter

Immunsystemets hovedfunksjoner er & beskytte oss mot invaderende patogene mikroorganismer
(virus, bakterier og sopp) og a eliminere ikke-fungerende celler (7). De siste 100 drene har det ogsa
vaert mye forskning pa om immunsystemet kan gjenkjenne og eliminere kreftceller, og teorien om
cancer immunoedeting er né akseptert av de fleste. Dagens kunnskap angiende det vi vet om

immunsystemet er fra forskning pa dets rolle i forsvaret mot infeksiose agens.

Immuncellene

Immunceller dannes fra hematopoietiske stamceller og kommer enten fra den myeloide eller

lymfoide cellerekken (figur 3) (8).

Hematopoietisk progenitorcelle (pluripotent)
|

Myeloid progenitorcelle Lymfoid progenitorcelle
|

I |

Dendrittisk celle Lymfoblast
(lymfoid) |
| I

NK-celler  T-lymfocytt ~ B-lymfocytt
|

[
Erytrocytter

Megakaryocytt

Trombocytter

Mastceller Plasmacelle
Myeloblast
NKT-celler
. | - i I | CD8+ _[Cyluloks.lsk
Eosinofile granulocytter  Basofile granulocytter Noytrofile granulocytter Monocytt Regulatorisk
CD4+
T l 1
Hjelper T-celler Regulatoriske T-celler
Makrofag Dendrittisk celle

(myeloid) Th1 Th2 Thi7 iTreg nTreg

MDSC Tie2-expressing monocytes

Figur 3: Oversikt over humane immunceller med utgangspunkt i opphav. (Nora Ness)
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Signalsubstansene

Cytokiner

Cytokiner er sma signalsubstanser som har immunomodulerende effekt, det vil si at de enten kan
stimulere eller hemme immunsystemet. Cytokiner kan produseres av flere typer celler, men
produseres hovedsakelig av aktiverte makrofager og lymfocytter i henholdsvis det medfedte og
adaptive immunsystemet. De produseres og slippes ut som respons pa eksterne stimuli: for
eksempel mikrobakterielle molekyler, gjenkjennelse av antigener og/eller andre cytokiner.
Cytokiner kan virke enten autokrint (signalstoff som virker pa samme celletype som den produseres
av) og/eller parakrint (signalstoff som lages av en celletype i et vev og virker pa en annen celletype
1 det samme vevet), og i sjeldne tilfeller ogsa endokrint (signalstoff som virker pa celler i et annet
vev enn der de ble produsert). Cytokiner kan deles inn i ulike grupper basert pa deres biologiske
virkning: (I) cytokiner som produseres ved medfedte immunrespons og ved inflammasjon, blant
annet tumor necrosis factor (TNF), interleukin-1 (IL-1), IL-12 og IFNy, og (II) cytokiner i adaptiv
(ervervet) immunrespons, for eksempel IL-2, IL-4, IFNy, og IL-5, og (III) cytokiner som pévirker

hematopoiese blant annet colony-stimulating factors (CSFs) (1).

Kjemokiner

Kjemokiner er en gruppe signalmolekyler som har fétt sitt navn fordi de ved & danne en kjemisk
gradient kan tiltrekke spesifikke celletyper ved en prosess kalt kjemotakse. Kjemokinene deles inn i
fire hovedgrupper etter plasseringen av cystein pd N-enden: CC, CXC,CX3C, og C. De binder til G-
proteinkoblede reseptorer, og det finnes flere kjemokiner enn det finnes reseptorer, noe som betyr at
en reseptor kan binde flere ulike kjemokiner. Aktivering av kjemokinreseptorer hos en celle forer til
strukturelle endringer som gir kontrollert bevegelse av cellen: Aktivering av integrin forer til at
cellen fester seg til andre celler, og polarisering av aktin-cytoskjellettet endrer cellens form og forer
til cellemigrasjon. Aktiverte kjemokinreseptorer kan ogsa kryss-aktivere andre intracellulere
signalveier, som for eksempel JAK-STAT-signalveien og andre tyrosinkinase-signalveier (9).
Kjemokinene kan deles inn i to hovedgrupper etter deres virkningsmekanismer: (I) homeostatiske
kjemokinreseptorer som er vist & vere viktige for & regulere cellemigrasjon og differensiering i
embryonal utvikling, organogenese og utvikling av sekundert lymfoid vev (10), og (II)
inflammatoriske kjemokiner som er viktige for a tiltrekke ulike immunceller til et vev som uttrykker
pro-inflammatoriske signalsubstanser. Hovedsakelig tiltrekker CXC-kjemokinene B- og T-
lymfocytter, mens CC-kjemokinene tiltrekker basofile granulocytter, neytrofile granulocytter, mast

celler, dendrittiske celler (DCs), Natural Killer celles (NK-celler) og myeloide celler (11,12).
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2.2. Immunforsvarets inndeling

De ulike komponentene i immunforsvaret samarbeider vanligvis for & fjerne et patogent agens, men
tradisjonelt sett deles immunforsvaret inn i to deler: (I) medfedt immunrespons og (II) adaptiv

immunrespons.

Det medfedte immunforsvaret

Med det medfedte immunforsvaret menes de nedarvede egenskaper som et individ har fra fedselen
av for & beskytte seg mot infeksiose agens. Det medfedte immunforsvaret kan deles inn i et ytre og
et indre forsvar. Det ytre medfodte forsvaret bestar av mekaniske barrierer som epitel, cilier, luft og
vaeskestrom over disse, 1 tillegg til kjemiske barrierer (for eksempel lav pH i ventrikkelen), ulike
molekyler i1 sekreter og serum (for eksempel lysozymer i tarevaske og proteasechemmere i serum).
Det indre medfodte forsvaret bestar hovedsakelig av fagocyterende celler (celler som kan ta opp
partikler og bryte dem ned intracellulert), celler med cytotoksiske egenskaper (celler som utever
potensielt dodelig skade pa andre celler), ulike cytokiner, og komplementsystemet som finnes 1
serum, lymfevaske og ekstracellulervaske. Det medfedte immunsystemet reagerer umiddelbart pa
fremmed materiale ved at dets reseptorer og molekyler aktiveres av ikke-spesifikke antigener. Med
ikke-spesifikke antigener menes molekyler dannet fra gener som er hoyt konserverte gjennom
evolusjonen og som flere ulike patogene mikroorganismer har til felles. Det medfedte
immunforsvaret har ingen hukommelse, og effekten er den samme uansett hvor mange ganger
kroppen eksponeres for det samme antigenet. Inflammasjon er en viktig del av det medfedte
immunforsvarets immunrespons (8). Inflammasjon er en respons som oppstar som reaksjon pa
celluler skade, og som har som mal & fjerne utgangspunktet for skaden, i tillegg til & fjerne skadet

og dadt vev (1).

Det adaptive immunforsvaret

I det adaptive immunforsvaret er det B-cellereseptoren pa B-lymfocytter og T-cellereseptoren pa T-
lymfocytter som gjenkjenner patogene strukturer. Fellesnavnet for disse er antigenreseptorer. I
motsetning til reseptorene og molekylene i det medfedte immunforsvaret, sa finnes lymfocyttenes
reseptorer i et uendelig antall forskjellige varianter og kan derfor binde til uendelig antall

forskjellige patogene strukturer (for eksempel ulike virale proteiner). Derfor har det adaptive
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immunsystemet potensiale til & danne immunrespons mot hvilket som helst antigen. Ved en
infeksjon vil kun de lymfocyttene som har reseptorer som passer til det aktuelle patogenet aktiveres
og utvikle seg til effektorceller. Det adaptive immunforsvaret skiller seg fra det medfedte pa
hovedsakelig to mater: (I) det har spesifisitet som betyr at det gir sterk immunrespons som spesifikt
rammer et spesielt patogen, og (II) det har immunologisk hukommelse fordi det dannes egne
hukommelsesceller etter en primar adaptiv immunrespons som finnes i et mye storre antall enn sitt
naive opphav. Dette medferer at sekundaer adaptiv immunrespons er mye raskere enn primare

adaptiv immunrespons (8).

2.3. Immunforsvarets rolle ved infeksjon

2.3.1. Det medfedte immunforsvaret mekanismer ved infeksjon

Medfedt immunrespons mot ekstracellulzere agens

Makrofager finnes 1 de fleste vev, og disse er vanligvis de forste til & reagere pa fremmede agens.
Makrofagene har to hovedoppgaver i immunresponsen som styres av hver sin reseptor-type: (I)
fagocytose-reseptorer som ved binding til patogene strukturer forer til endocytose (en cellulaer
opptaksmekanisme av ekstracellulart materiale) og intracelluler nedbryting av patogenet, og (I1)
signalerings-reseptorer som forer til cytokinproduksjon. Den mest kjente undergruppen av
signalerings-reseptorer er Toll-Like-Reseptorer (TLRs). Mennesket har 10 kjente typer TLRs, hvor
noen er intracellulere mens andre er ekstracelluleere. TLRs binder til strukturer som er felles for
flere typer patogener, noe som endrer av makrofagens genuttrykk og ferer til cytokinrespons (13):
I.  Alle TLRs, med unntak av TLR3, ferer til aktivering av Myeloid differentiation primary
response gene 88 (MYDSS8). Ved aktivering av MYD8S vil det skje en aktivering av
transkripsjonsfaktoren nuklear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-
kB). Dette er en transkripsjonsfaktor som har en viktig rolle i badde medfedt og adaptiv
immunrespons, i tillegg til i embryonal utvikling og kreft. Aktivering av NF-«kB hos
makrofager forer til transkripsjon av IL-1, IL-6, CXCLS, IL-12 og TNF. IL-6 er blant annet
en viktig regulator av akuttfaserespons, og eker syntesen av flere akuttfaseproteiner i
leveren. IL-1 og TNF pavirker endotelcellene i det infiserte omradet til & uttrykke
adhesjonsmolekyler og produsere cytokiner (hovedsakelig kjemokiner), noe som eker

antallet immunceller i det aktuelle omradet. TNF stimulerer endotelceller til & produsere
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platelet-activating factor (PAF), noe som medferer aktivering av hemostase, og dermed til
trombosedannelse i kapillerene i det infiserte omradet. Dette er en mekanisme som kan
veaere viktig for & forhindre videre spredning av patogenet. IL-1 aktiverer fibroblaster slik at
de prolifererer og eker produksjonen av ekstracelluleer matrix (ECM) (1). CXCLS (ogsé
kjent som IL-8) er et kjemokin som tiltrekker seg neytrofile granulocytter ved & binde til
reseptorene CXCRI1 eller CXCR2 pé disse. Dette forer til at de neytrofile granulocyttene
vandrer ut fra sirkulasjonen og over i det skadde vevet (8,13). IL-12 gker NK-cellers
cytotoksiske funksjoner og eker produksjonen av IFNy i disse cellene (14).

II.  Aktivering av TLR3 forer til aktivering av TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-f (TRIF), som medforer aktivering av transkipsjonsfaktoren interferon response
factor 3 (IRF3), noe som igjen forer til produksjon av type I-interferoner. Aktivert TRIF
bidrar ogsa til aktivering av NF-kB (8).

I tillegg til & produsere cytokiner, kan makrofager ogsé danne og frigi blant annet oksygenradikaler,
leukotriener, prostaglandiner, phospholipase, plasminogen aktivator, peroksider og PAF. Dette er
molekyler som bidrar til inflammasjon og vevsedeleggelse, og som ogsa kan vere viktige bidrag i

kreftutvikling (1,8).

I tillegg til makrofager er naytrofile granulocytter de viktigste fagocytterende cellene i den
medfedte immunresponsen. I motsetning til makrofagene som finnes ute i vevet, befinner de
neytrofile granulocyttene seg i sirkulasjonen og ma derfor tilkalles (av blant annet makrofager) til
vevet ved infeksjon og inflammasjon. Prosessen hvor de neytrofile granulocyttene rekrutteres til det
affiserte vevet er det forste trinnet i inflammasjonsprosessen, og skjer ved hjelp av en mekanisme
kalt ekstravasjon. CXCLS8, komplementsproteindeler, TNF og bakteriedeler stimulerer de neytrofile
granulocyttene til & uttrykke adhesjonsmolekyler pd overflaten, i tillegg til & fa endotelcellene i det
inflammerte vevet til & uttrykke ligander for disse adhesjonsmolekylene. Dette medferer at de
neytrofile granulocyttene fester seg til endotelcellene slik at de ruller sakte langs innsiden av
blodarene. De vil etterhvert stoppe helt opp, hvorpé de gar igjennom kapillarene og til vevssiden
ved 4 gd i mellom endotelcellene. De neytrofile granulocyttene skiller ut proteaser (enzymer som
spalter proteiner) som bryter ned basalmembranen og sé beveger de seg mot det aktuelle omradet
ved hjelp av kjemotaksi. Hovedoppgaven til de neytrofile granulocyttene er a fagocytere patogene
agens, og de har flere ulike fagocytose-reseptorer som gjenkjenner ulike patogene strukturer og
komplementproteiner. De neytrofile granulocytene der etter bare noen timer i vevet og fagocyteres

sd av makrofager (1,8).
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Medfedt immunrespons mot intracelluleere agens

Alle humane celler som infiseres av virus skal normalt respondere ved & danne #ype [ interferonene
IFN-a og IFN-B. Disse cytokinene virker badde autokrint og parakrint ved & binde til interferon-o/f
reseptoren (IFNAR) som finnes pa celleoverflaten pé de fleste celler. Aktiveringen av IFNAR gir
via den intracellulere JAK-STAT-signalveien transkripsjon av flere ulike gener. Resultatet er blant
annet hemming av proteinsyntesen i den infiserte cellen slik at dannelsen av nye virus hemmes, 1
tillegg til at den infiserer cellen mer sérbar for lymfocyttmediert drap. Nabocellene stimuleres ogsé
gjennom sine IFNAR og forberedes dermed til & beskytte seg mot viral infeksjon. IFN-a og IFN-f
binder seg ogsé til IFNAR pa NK-celler og aktiverer disse cellenes cytotoksiske funksjoner. NK-
cellene er de viktigste akteorene i den medfedte celluleere immunresponsen mot intracellulaer
infeksjoner. NK-cellene har baide hemmende og aktiverende reseptorer pa overflaten, og deres
cytotoksiske aktivitet kontrolleres av balansen mellom disse to ulike stimuli. Det er to hovedklasser
av hemmende reseptorer: (1) killer immunoglobulin-like reseptorer (KIR) som binder til HLA-I, og
(IT) CD94-NKG2A/B-reseptorer som binder HLA-E (8). NK-cellene har flere typer aktiverende
reseptorer, blant annet NKG2D-reseptorer og DNAX accessory molecule 1 (DNAM-1). Disse
gjenkjenner ulike stressmolekyler celler uttrykker ved blant annet infeksjon og kreft. Alle NK-celler
uttrykker NKG2D, men de gvrige reseptorene er forskjellige fra celle til celle, noe som forer til at

ulike NK-celler har ulike egenskaper (15).

IL-12 og TNF som utskilles fra makrofager aktiverer ogsa NK-celler. IL-12 stimulerer NK-cellene
til & produsere type Il interferonet interferon-y (IFNy), som virker stimulerende pa makrofager. NK-
cellene og makrofagene danner slik et positiv-feedback-system hvor de gker aktiveringen av
hverandre. De aktiverte makrofagene kan vaere med pa 4 sette 1 gang adaptiv immunrespons ved at
de skiller ut cytokiner som stimulerer T-lymfocytter. Nir adaptiv immunrespons er satt i gang ved
at de cytotoksiske CD8+ T-lymfocyttene kommer ut i vevet, vil disse produsere IL-10 som hemmer

NK-cellene, og de tar s& over som [FNy-produsenter og cytotoksiske celler (8).
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2.3.2. Det adaptive immunforsvarets mekanismer ved infeksjon

T- og B-lymfocytter er hovedcellene i det adaptive immunsystemet

Det adaptive immunforsvaret bestér av lymfocytter og deres antigenreseptorer: B-lymfocytter med
B-cellereseptorer og T-lymfocytter med T-cellereseptorer (TCR). Et vanligere navn pé B-
cellereseptorene er immunoglobuliner (Ig). Effektor B-lymfocytter (plasmaceller) skiller ut
immunoglobuliner i opplest form, og de kalles da vanligvis for antistoff. TCR finnes til
sammenligning kun som membranbundet form. Molekyler som binder til et immunoglobulin eller
en TCR kalles dets tilherende antigen. Immunoglobuliner og TCR er strukturelt noksé like. Hvert
immunoglobulin bestar av to identiske tunge kjeder og to identiske lette kjeder. Bdde de tunge og de
lette kjedene har en variabel region som sammen utgjor bindestedet for antigenene (figur 4a). 1
antistoff-form utgjer den konstante delen (Fc-segmentet) bindingsstedet for reseptorer hos

fagocytter og andre immunceller (figur 4b) (8,16,17).

B cell Receptor
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Figur 4a og b: Immunoglobulin i fast (B-cellereseptor) og opplost (antistoff) form (16). (Janeway
CA, Travers P, Walport M, Shlomchik MJ. Immunobiology: New York: Garland Science; 2001)
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En TCR bestér vanligvis av en a-kjede og en B-kjede som begge har en variabel region som
sammen danner det antigenbindende setet (figur 5). En mindre populasjon T-celler har TCR som

bestar av en y-kjede og en d-kjede (8,17,18).

T cell Receptor

TCR
—t—
recognition

signéling

Figur 5: T-cellereseptorens struktur (16). (Janeway CA, Travers P, Walport M, Shlomchik MJ.
New York: Garland Science; 2001)

De variable regionene pa antigenreseptorene dannes ved hjelp av gen-rearrangering hvor
forskjellige gensegmenter (ulike versjoner av V, D og J-gensegmenter) settes sammen i ulike
kombinasjoner. I sammenspleisingen av gensegmentene vil det ogsa tilfores nye nukleotider
(byggesteinene i nukleinsyrene DNA og RNA) som bidrar ytterligere til & gke mangfoldet av
antigenreseptorenes variable regioner. Ogsa kombinasjonen av ulike tunge og lette kjeder og ulike
a- og B-kjeder er med pa & oke mangfoldet. Dette skjer under utviklingen av antigenreseptorene i
hver enkelt lymfocytt, noe som medferer at hver av lymfocyttene binder til ulike antigener. Hvert
individ er dermed utrustet med et nesten uendelig antall forskjellige lymfocytter som tilsammen
danner potensiale til & kunne generere adaptive immunresponser mot de fleste infeksiose agens. Ved
adaptiv immunrespons er det kun de T- og B-lymfocyttene som har henholdsvis TCR og Ig med

antigenbindende seter for det aktuelle antigenet som aktiveres (8,17).

Antigenpresentasjon

Immunoglobuliner har antigenbindende seter som kan gjenkjenne og binde til

makromolekylstrukturer som finnes pa celleoverflaten av patogenene, mens TCR kun gjenkjenner
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spesifikke aminosyre-sekvenser av degraderte peptider. Fordi TCR ikke gjenkjenner naive former
av patogene molekyler, kan ikke T-lymfocytter aktiveres av direkte kontakt med mikroorganismen,
men er avhengige av en prosess kalt antigenpresentasjon. For at en primar T-cellerespons skal
komme i gang er derfor antigenpresenterende DCs essensielle. Sammen med makrofager er DCs de
viktigste spesialiserte antigenpresenterende cellene (8). DCs dannes i beinmargen fra myeloide og
lymfoide stamceller, og nér de forlater beinmargen og gar ut i vev er de umodne DCs (iDC). Nér
iDCs har tatt opp antigen ved fagocytose utvikler de seg til modne DCs som uttrykker de ko-
stimulerende molekylene B7 (ogsé kalt CD80 og CD86) som er ngdvendige for effektiv
antigenpresentasjon (19). I motsetning til makrofager, vil DCs utvikles til mobile celler etter at de
har tatt opp og nedbrutt infeksiost materiale. De beveger seg til sekundert lymfoid vev (som hos
mennesker utgjores av milt, lymfeknuter og lymfoid vev i slimhinner), hvor de presenterer det
nedbrutte antigenet til T- og B-lymfocytter pé spesialiserte molekyler som heter major
histocompatibility comlex class (MHC) — kalt human leucocytt antigen (HLA) hos mennesker. Det
finnes mange ulike typer HLA-molekylgener i menneskets genom, og flere genetiske varianter av
hver av disse typene i den menneskelige populasjonen, noe som medferer at flest mulig antigener
med sine ulike aminosyre-sekvenser kan presenteres. Nar HLA-molekylet er bundet til et antigen
kalles dette for et HLA-kompleks og det er dette komplekset som er liganden som kan aktivere TCR
(8,17).

HLA-molekyler kommer i to ulike klasser: HLA-I for intracellulaere patogener som brytes ned i
cytosol, og HLA-II for ekstracellulere patogener som brytes ned i fagosomer. Nesten alle
celletypene i kroppen uttrykker HLA-I, men kun DCs, makrofager og B-celler uttrykker begge
klassene. De mest kjente T-lymfocyttene er henholdsvis CD4+ og CD8+ T-lymfocytter, hvor CD4+
lymfocytter aktiveres ved binding til HLA-II-komplekser, mens CD8+ lymfocytter aktiveres av
HLA-I-komplekser (8).

Adaptiv immunrespons — Humoral immunrespons

Den adaptive humorale immunresponsen er viktig i kroppens forsvar mot ekstracellulere
infeksjoner, og uteves hovedsakelig av B-celler (plasmaceller) og deres antistoffer, CD4+ Th2-
lymfocytter (T-hjelpercelle type 2) og cytokiner som IL-2, IL-6 og IL-10. Responsen kalles
humoral fordi den forer til antistoffproduksjon som kan registreres i vevsvasker og blod. Ved
primar adaptiv immunrespons er de naive T-lymfocyttene avhengige av DCs for & aktiveres. DCs 1

det infiserte vevet fagocytere ekstracellulere mikroorganismer. Intracelluleert festes nedbrutte
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peptider fra disse pa HLA-II-molekyler, for dette komplekset fraktes til celleoverflaten. I sekundeert
lymfoid vev presenterer DCs HLA-II komplekset for T-lymfocytter. CD4+ Th2-lymfocytter med
TCR som passer for det aktuelle HLA-II-komplekset aktiveres, og det skjer en klonal ekspansjon av
disse T-cellene (1,8).

I det infiserte vevet vil B-celler kunne ta opp mikroorganismer ved hjelp av reseptormediert
endocytose. Intracellulert brytes organismen ned, og de nedbrutte peptidene kan sd bindes til HLA-
IT og fraktes til celleoverflaten. B-celler er avhengig av hjelp fra aktiverte CD4+ Th2-celler som har
TCR som passer til deres HLA-II-kompleks for at de skal kunne utvikle seg til
antistoffprodukserende plasmaceller. Aktiverte CD4+ Th2-celler finnes i T-cellesonen i sekundere
lymfoide vev, og disse «fanger opp» B-celler med HLA-II-komplekser som passer til deres TCR.
Th2-cellene skiller ut CD40-ligand og IL-4 som stimulerer B-celler til proliferasjon og klonal
ekspansjon. Pa denne maten vil den aktuelle lymfocytten oke enormt i antall noe som medforer at
en mengde celler kan ta seg av spesifikke inntrengere. Th2-cellene utskiller ogsa IL-4 og IL-5 som
stimulerer B-celler til & utvikle seg til antistoff-produserende plasmaceller. Antistoffer har to
immunologiske hovedmekanismer: (I) noytralisering, som vil si at nar antistoff binder til en
mikroorganisme hindrer dette denne fra & formere seg, og (II) opsonisering som betyr at
antistoftbindingen forer til at fagocytter kan binde sin Fc y-receptor (FcyR) til Fc-segmentet av

antistoffet, og pa denne maten optimaliseres fagocytose av mikroorganismen (8,16).

Noen av de aktiverte CD4+ Th2-cellene vil forlate det sekundere lymfoide vevet og gér til det
infeksigse vevet hvor de frigir cytokiner som tiltrekker noytrofile granulocytter, i tillegg til
monocytter som i vevet utvikler seg til makrofager. CD4+ Th2-cellene binder seg til makrofager
som presenterer samme HLA-II-kompleksene som de ble aktiverte av, og kan da utskille cytokiner

som stimulerer makrofagen til mer aktiv fagocytose (8).

Adaptiv immunrespons — Cellulaer immunrespons

Den adaptive cellulere immunresponsen er kroppens viktigste forsvar mot intracellulere
infeksjoner, og uteves hovedsakelig av CD8+ cytotoksiske T-lymfocytter, CD4+ Thl-lymfocytter
(T-hjelpercelle type 1), makrofager, NK-celler og cytokiner som IFN-y, IL-2 og TNF. Ved primar
adaptiv celluleer immunrespons er de naive CD8+ T-lymfocyttene avhengige av a bli aktiverte av
DCs. DCs i det infiserte vevet blir selv infiserte med det intracellulere patogenet, noe som medferer

at proteiner fra patogenet brytes ned i DCs cytosol, bindes til HLA-I og fraktes til celleoverflaten.
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DC gér via blodbanen til sekundert lymfoid vev og aktiverer her naive CD8+ T-lymfocytter med
passende TCR. Det skjer en klonal ekspansjon av de aktiverte T-cellene og resultatet er en stor
populasjon CD8+ cytotoksiske T-celler som er spesifikke for det aktuelle HLA-I-komplekset. De
aktiverte cytotoksiske T-cellene forlater det sekundare lymfoide vevet og reagerer pé celler i det
infiserte vevet som presenterer det samme HLA-I-komplekset som de ble eksponert for. Dette
aktiverer de cytotoksiske CD8+ T-cellene til a frigjore cytolytiske proteiner som perforiner som
lager porer i den infiserte cellen, og granzymer som gar inn i cellen og igangsetter apoptose av
cellen. Dette forhindrer videre spredning av intracellulare patogener. Ved sekunder, adaptiv
celluleer immunrespons (neste gang et individ infiseres av samme patogen) vil CD8+ T-

lymfocyttene kunne aktiveres direkte ute i vevet uten hjelp fra antigenpresentasjon (1,8).

Naive CD4+ T-lymfocytter aktiveres av DCs og deres HLA-II-komplekser i sekundere lymfoide
vev. Ved humoral respons utvikler CD4+-cellene seg til Thl-celler. Thl-cellene forlater sa det
lymfoide vevet og gér via blodbanen til det infeksigse vevet hvor de eker CD8+ T-cellene
cytotoksiske egenskaper. Thl-celler skiller ogsa ut IFNy og CD40-ligand som aktiverer makrofager
til mer effektiv fagocytose (8).

2.4. Immunotoleranse

Utvikling av immunotoleranse

Med immunotoleranse, eller selvtoleranse, menes at et individs immunsystem er utviklet pa en slik
mate at det ikke danner immunrespons mot strukturer som er individets egne. Dette er en
forutsetning for 4 unnga autoimmune reaksjoner. Autoimmune reaksjoner er kroniske

immunresponser rettet mot ett eller flere selv-antigener, ogsa kalt autoantigener (8).

Sentral immunotoleranse utvikles ved at naive B- og T-lymfocytter som har autoreaktive
antigenreseptorer blir eliminerte under utviklingen i henholdsvis beinmargen og thymus ved en
prosess kalt negativ seleksjon (20). De autoreaktive lymfocyttene som unnslipper sentral
immunotoleranse kan hemmes ved hjelp av perifer immunotoleranse (21), som enten skjer gjennom
at de gér inn 1 en hyporesponsiv (anergisk) tilstand (22), eller ved at de supprimeres av regulatoriske
T-celler. Noen organer er ogsa sikalte immunopriviligerte omrider hvor lymfocytter vanligvis ikke
slipper til, og er pa denne maten beskyttet mot autoimmunitet. Dette gjelder for eksempel hjernen,

testis, oye, placenta og foster (8).
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Regulatoriske T-celler

En underklasse av CD4+ T-lymfocytter som kalles regulatoriske T-celler (Tregs) er antatt & vere
essensielle for 4 unngd autoimmune reaksjoner ved at de supprimerer autoreaktive lymfocytter som
har unnsluppet negativ seleksjon. Tregs utgjor ca 5 % av sirkulerende T-lymfocytter, og
gjenkjennes ved uttrykk av celleoverflatemarkeren CD25 og transkripsjonsfaktoren forkhead box
P3 (Foxp3). Foxp3 gir Tregs sine spesifikke egenskaper ved & fremme uttrykket av Treg-assosierte

gener, og samtidig hemme uttrykket av pro-inflammatoriske cytokiner (23,24).

Mekanismene for hvordan Tregs supprimerer andre lymfocytter er ikke helt kartlagte, men to
hovedmekanismer er foreslatt:

I.  Tregs har TCR slik som andre CD4+ T-lymfocytter. Tregs binder denne til sitt passende
HLA-kompleks, og vil da hemme aktivering av naive T-hjelperceller som er bundet til likt
HLA-kompleks pa den samme antigenpresenterende cellen (8).

II.  Tregs binder direkte til autoimmune lymfocytter gjennom uttrykk av membranbundet
Transforming growth factor TGF-f3 (TGF-B) (et protein som blant annet kan hemme
proliferasjon og cellular differensiering), og frigjer i tillegg immunosupprimerende

cytokiner som IL-10, TGF-f, IL-35 og IL-12 (8,25).
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3. Immunsystemet er med pa a forhindre kreftutvikling

3.1. Teorien om cancer immunosurveillance

Tidlige sammenhenger mellom kreft og immunrespons

Pa 1700-tallet observerte Deidier en sammenheng mellom infeksjon og tilbakegang av kreftsykdom,
og var dermed den forste til & rapportere en mulighet for at mikrober kunne ha anti-
kreftmekanismer (26). P4 slutten av 1800-tallet utviklet Coleyet al., (27) en blanding av bakterielle
toksiner som han brukte til behandling av inoperable sarkomer, og rapporterte en helbredningsrate
pa mer enn 10 %. P4 midten av 1900-tallet fant Shear et al., ut at lipopolysakkarid (LPS) var det
toksinet som forte til denne anti-kreftmekanismen (28). I dag vet vi at LPS stimulerer TLR4, og at
den observerte krefthemmende virkningen derfor hayst sannsynlig kan vaere et resultat av TLR-
aktivering. Aktivering av TLR er i flere studier funnet & virke hemmende pé kreftutvikling, og en
del av forklaringen pa dette kan vare at aktiveringen av reseptoren forer frigjoring av pro-
inflammatoriske cytokiner og kjemokiner som medferer tiltrekning av immunceller til kreftsvulsten.
LPS er en av de mest potente TLR-aktivatorene, og har vert testet ut som behandling for lungekreft

og tykktarmskreft i legemiddelutprevninger (13).

Pa bakgrunn av en rekke obduksjoner rapporterte Pearl (29) 1 1929 at individer som hadde
tuberkulose ogséd hadde lavere forekomst av kreft. Disse og andre lignende funn forte til en interesse
for bruk av Bacillus Calmette—Guérin (BCG)-vaksinen som kreftterapi. Vaksinen ble utviklet pa
begynnelsen av 1900-tallet, og inneholder attenuert (svekket) Mycobacterium bovis. I 1976 utferte
Morales et al., kliniske utprevninger med BCG-vaksinen i kreftsammenheng. De anvendte vaksinen
pa pasienter som hadde hatt ufullstendig fjerning av overfladisk blerekreft, og de som hadde fatt
tilbakefall etter fjerning av slik kreft. Resultatet var redusert forekomst av videre kreftutvikling, og
BCG-vaksinen ble etterhvert implementert i standardbehandlingen av denne typen malign
celletransformasjon (30,31). Den eksakte mekanismen for hvordan BCG-vaksinen virker ved
blaerekreft er fortsatt ikke godt nok kartlagt, men en forklaring kan vare at peptidoglycan i
mycobakterienes cellevegg gjenkjennes av TLR2 og TLR4 hos umodne DCs som da vil modnes og
igangsette adaptiv immunrespons. Det tas regelmessige biopsier (vevsprover) av blereslimhinnen
hos pasientene som far denne type behandling, og biopsiene viser ofte et betennelsesinfiltrat

bestdende hovedsakelig av makrofager, CD4+- og CD8+-lymfocytter noe som tyder pa en adaptiv
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immunrespons. Immunosupprimerte pasienter svarer darlig pa behandlingen, noe som ytterligere

understpotter at vaksinens krefthemmende mekanisme er av immunologisk karakter (31,32).

Hypotesen om cancer immunosurveillance formuleres

Pa begynnelsen av 1900-tallet var den tyske legen og forskeren Paul Ehrlich (33) med pé a legge
grunnsteinene for immunologifaget ved & definere immunforsvaret som individets forsvarer mot det
som er «ikke-selv». I dette inkluderte han ogsa kreft som han mente var «contrary to nature», og
han mente derfor at kroppens immunforsvar har mulighet til & gjenkjenne kreftceller som
fremmede, og har muligheten til 4 utever immunologiske mekanismer for & eliminere dem. Erlich
var med dette den forste som uttalte seg om cancer immunosurveillance (33,34). Tidlig pa 50-tallet
ble det gjort studier hvor man transplanterte kreftsvulster fra en mus til en annen. Disse svulstene
ble frastett hos donormusene ved mekanismer som tydet pd immunrespons, noe som understottet at
immunsystemet kan fjerne kreftceller (35). Senere pé 1950-tallet ble det gjort flere store
oppdagelser innen immunologi, og det gav muligheter for validering av Ehrlich sin forskning. I
denne perioden rapporterte den britiske forskeren Sir Peter Brian Medawar (36,37) viktige funn fra
sitt mangearige forskningsarbeid hvor han transplanterte hud fra et individ til et annet (allogene
transplantasjoner). Han beskrev at mottakerens frastotning av et allogent transplantat métte vare en
immunologisk reaksjon (38). I 1960 fikk han Nobelprisen i medisin (39) sammen med Sir Frank
Macfarlane Burnet (40) for funn hvor han bekreftet Burnets hypotese om ervervet immunologisk
toleranse. Medawar beviste at det er under embryogenesen at et individs immunsystem utvikles til &
kun tolerere “selv-antigener”, og at det derfor vil lage immunologiske reaksjoner mot antigener de
selv ikke uttrykker (41). Denne kunnskapen forte til forstaelsen av at transplanterte kreftsvulster blir
frastett hos forskningsdyr fordi immunsystemet reagerer pé alloantigener, og ikke nedvendigvis

fordi det har evne til 4 reagere pé kreft.

For at kreftceller i seg selv skal kunne gjenkjennes som fremmede av immunsystemet, ma det
eksistere spesifikke antigener pa kreftceller som skiller dem fra normalt vev, og flere studier
rapporterte etterhvert at det finnes slike (34,42). Disse oppdagelsene var med pa a legge grunnlaget
for teorien “cancer immunosurveillance” som ble foreslatt av Burnet og Lewis Thomas. I 1957
foreslo den amerikanske Lewis Thomas at den primare funksjonen til det adaptive immunforsvaret
ikke var allogene reaksjoner, men a beskytte individer mot kreftutvikling (43). Samme &r kom
Burnet med folgende utsagn: "It is no means inconceivable that small accumulations of tumor cells

may develop and, because of their possession of new antigenic potentialities, provoke an effective
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immunological reaction with regression of the tumor and no clinical hint of its existence.” (44). 1
1964 formulerte Burnet teorien cancer immunosurveillance pa folgende mate: “In large, long-lived
animals, like most of the warm-blooded vertebrates, inheritable genetic changes must be common in
somatic cells and a pro- portion of these changes will represent a step toward malignancy. It is an
evolutionary necessity that there should be some mechanism for eliminating or inactivating such
potentially dangerous mutant cells and it is postulated that this mechanism is of immunological
character.” (40). Hypotesen var at immunceller aktiv patruljerer kroppen pa jakt etter kreftceller,

og at de har mekanismer for & fjerne disse.

1970-tallet - hypotesen om cancer immunosurveillance legges ded

Pa 1970-tallet ble T-celler identifiserte som immuncellene som dannet allogene-immunreaksjoner,
og disse cellene ble antatt & veere effektorcellene bak cancer immunosurveillance (45). Sent pa
1960-tallet hadde nude mice kommet inn som en viktig modell for forskning pd immunsystemets
effekter. Nude mice har en mutasjon i FOXN1 som ferer til at de mangler thymus, og de har i
teorien ikke T-celler. Hvis hypotesen om cancer immunosurveillance var riktig, skulle individer
med nedsatt immunsystem ha hoyere forekomst av ulike kreftformer. Til tross for manglende
thymus og nedsatt immunforsvar ble det observert at nude mice ikke hadde hayere forekomst av
kreft generelt, men kun en okt forekomst av lymfomer og virusindusert kreft. Den gkte forekomsten
av virusindusert kreft ble forklart med rasens nedsatte evne til 4 forhindre infeksjoner, og
forekomsten av lymfom ble forklart med at de hadde okt lymfocyttproliferasjon pa grunn av
kroniske infeksjoner. Disse observasjonene var med pa a svekke hypotesen om immunosurveillance
(34). Det var spesielt Stutmans eksperimenter med CBA/H strain nude mice la hypotesen ded 1
lopet av 1970-tallet (46). Han fant at disse immunosupprimerte musene ikke hadde en okt
forekomst av kreftutvikling ved bruk av det kjemiske karsinogene stoffet methylcholanthrene
(MCA) som blant annet forer til sarkomer hus mus. Musene hadde heller ikke gkt forekomst av
spontane kreftsvulster sammenlignet med wild-type (wt)-mus (mus med naturlig fenotype). Det
viste seg etter hvert at CBA/H strain nude mice har en svart aktiv isoform av enzymet som er
nedvendig for 8 omdanne MCA til karsinogen form (aryl hydrocarbon hydroxylase
enzymsystemet). Det er derfor sannsynlig at MCA bidro i s stor grad til malign
celletransformasjon hos disse musene at det overgikk eventuelle immunologiske mekanismer (34). I
dag er det kjent at nude mice har flere fungerende immunceller, blant annet immuncellene i det
medfedte immunforsvaret som dannes i beinmarg. Nude mice har ogsa et lite antall T-celler, for

eksempel yo-T-celler som dannes utenfor thymus, og ogsé et visst antall afT-celler (35).
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1990-tallet — hypotesen om cancer immunosurveillance fir en renessanse

Hypotesen om immunosurveillance ble regnet som lite relevant for den pa 90-tallet fikk en
renessanse. Da viste en rekke musemodellstudier med ulike former for immunosupprimering okt
forekomst av kreftsykdom, og mer aggressiv kreftsykdom sammenlignet med wt-mus: Flere av
disse studiene gikk ut pd & hemme virkningen av IFNy som er et viktig cytokin i medfedt
immunrespons (34,47). I en av studiene ble det gitt monoklonalt antistoff mot [FNy til en del av
musene med kreftsvultstransplantater. Resultatet ble at musene som manglet IFNy-virkning utviklet
mer aggressiv kreft enn de musene som hadde intakt IFNy-virkning (35). I liknende studier hvor
MCA ble brukt for & indusere malign celletransformasjon ble det gjort tilsvarende funn (48). I en
studie ble det brukt mus som manglet bdde tumorsupressorgenet p53 og funksjonell IFNy, og hos
disse oppsto det hurtigere spontan kreftutvikling, og de utviklet flere ulike typer kreftsvulster
sammenlignet med mus som bare manglet p53 (48). Disse studiene var med pa a vise at [IFNy er en

viktig promotor av immunsystemets forhindring av kreftutvikling hos mus (35,48).

Det viktige cytolytiske proteinet perforin kan produseres av bade NK-celler og CD8+ T-celler, og er
derfor viktig 1 bAde medfedt og adaptiv immunrespons. Pa bakgrunn av denne kunnskapen ble det
gjort studier med mus som manglet genet for perforin, og det ble observert at disse var mer
mottagelige for MCA-indusert kreftutvikling enn wt-mus (49,50). Den studien som virkelig satte
immunosurveillance-hypotesen pa kartet igjen var forsek gjort av Schreiber et al., med mus som
manglet manglet recombination activating gene-2 (RAG-2) (51). Uten dette genet klarer ikke
lymfocytter 4 rearrangere sine antigenreseptorer, og individer med denne mutasjonen har derfor
total mangel pa B-celler, T-celler og natural killer T-cells (NKT-celler — en T-celletype som har
karakteristikker til felles med bade T- og NK-celler). Konklusjonen i studien var at RAG-2-/- mus

utviklet sarkomer raskere og hyppigere ved bruk av MCA sammenlignet med wt-mus.

Det ble ogsa gjort studier hvor mus fikk tilfert IL-12 (52) eller NKT-celleaktivatoren
a-galactosylceramide for & styrke immunforsvaret (53). Resultatet var at disse musene 1 mindre
grad utviklet kreftsvulster ssmmenliknet med wt-mus nar de ble eksponert for MCA. Disse studiene
okte den generelle forstielsen av og forskningen pa immunosurveillance (34,47). Kritikerne
papeker imidlertid at det i flere studier har blitt brukt MCA for & danne kreftsykdom, og at slike

kjemisk induserte kreftceller muligens er mer immunogene enn spontant oppstatte kreftsvulster (6).
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3.2. Cancer immunosurveillance hos mennesker

Immunosupprimerte individer har heyere forekomst av flere ikke-virale krefttyper

sammenlignet med immunokompetente kontroller

Pa bakgrunn av studiene gjort p4 musemodeller, antas det at immunsystemet er viktig i eliminering
av kreftceller ogsa hos mennesker. Hvis dette stemmer s skal det kunne observeres at
immunosupprimerte pasienter har hoyere forekomst av kreft. Studier pa forekomsten av kreft hos
organtransplanterte har vert et viktig bidrag til hypotesen om cancer immunosurveillance. Pasienter
med allogen transplantasjon (organ- og benmargstransplanterte) har behov for
immunosupprimerende medikamenter resten av livet for & forhindre frastotning av det nye organet.
Immunosupprimerte pasienter har hoyere forekomst av krefttyper som er relaterte til virale og
bakterielle infeksjoner. I tillegg har studier vist at de har hoyere forekomst av krefttyper som ikke
har kjent assosiasjon med infeksjoner (54). En nordisk studie med over 5000 nyre-transplanterte
pasienter viste at disse pasientene hadde 2 til 5 ganger okt risiko for kreft i kolon, larynks, lunge,
blaere. De hadde ogsé 10 til 30 ganger okt risiko for kreft i leppe,
plateepitelkarsinomer/basalcellekarsinomer i hud, nyre, endokrine kjertler, og non-Hodkins
lymfom. Menn hadde 2 til 5 ganger okt risiko for kreft i testikler og prostata, og kvinner hadde 10
til 30 ganger okt risiko for kreft i vulva og cervix (55). Noen av disse krefttypene er som kjent
assosiert med virus, slik at den gkte forekomsten kan 1 stor grad forklares av dette. Dette gjelder for
eksempel Humant Papilloma virus (HPV) for kreft i cervix, vulva/vagina og larynks, og Epstein-
Barr virus (EBV) som er assosierte med visse lymfomtyper. Andre studier har bekreftet denne

sammenhengen (56-58).

Kreftcelle-antigener

Noe av kritikken mot hypotesen om immunosurveillance, er at selv om kreftcellene er
transformerte, s er de likevel «selv» — kroppens egne. For at immunsystemet skal kunne eliminere
kreftcellene ma disse gjenkjennes som fremmede ved & uttrykke antigener som er sé forskjellige fra
de normale, at et individs immunsystem ikke har utviklet immunotoleranse for dem. I 1991
oppdaget van der Buggen et al., det forste kreftcelleantigenet, MZ2-E (genet heter MAGEAI) (59). 1

dag har vi kjennskap til flere ulike av kreftcelleantigener.
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Tradisjonelt sett inndeles kreftcelle-antigener i to hovedgrupper:
I.  Tumor-spesific antigens (TSAs): antigener som kun finnes i kreftceller og ikke i normale
celler, for eksempel fusjonsproteinet BCL-ABL ved kronisk myelogen leukemi (8).

II.  Tumor-associated antigenes (TAAs): antigener som er uttrykt i kreftceller, men som ogsa
kan uttykkes i normale celler. Det er for eksempel antigener som kreftcellene uttrykker i
storre mengder enn normale celler (som uttrykker disse 1 sa liten grad at det ikke er
tilstrekkelig til & danne en immunrespons), eller det kan vaere antigener som normalt sett kun
uttrykkes pa celler under befruktning eller embryonal utvikling, og som immunsystemet

ikke har utviklet toleranse mot (35).

En annen vanlig inndeling som brukes pa kreftcelleantigener er:

I.  Differensieringsantigener: for eksempel melanocytt-differensieringsantigener som Melan-
A/MART-1, Tyrosinkinase og gp-100.
II.  Mutasjonsantigener: for eksempel unormale former for p53.

III.  Over-uttrykte antigener: antigener som finnes 1 storre grad pa kreftcellene sammenlignet
med normale celler, for eksempel HER-2.

IV.  Cancer-testis (CT)-antigener, som er antigener som normalt kun uttrykkes av umodne
spermier 1 testis, 1 fotale ovarier og i trofoblaster i placenta, men som ogsa kan uttrykkes i
kreftceller. Det finnes ca. 90 ulike CT-antigener, og noen kjente er MAGE, BAGE, GAGE
og NY-ESO-1. (5) Virale antigener, for eksempel Epstein-Barr virus (EBV) og humant
papilloma virus (HPV) (8,60).

Et synlig eksempel pé at immunsystemet har evne til a sette i gang en immunrespons mot
kreftcelleantigener kan oppsta hos pasienter med malignt melanom. En del maligne melanomceller
uttrykker blant annet differensierings antigenene gp100, Melan-A/MART-1, og gp75. Disse
antigenene kan gjenkjennes av bade B- og T-cellereseptorer. Den adaptive immunresponsen mot
kreftcelleantigenene forer ogsé til en autoimmun respons mot normale melanocyter som uttrykker
de samme antigenene, og dette medferer at pasientene far hypopigmenterte hudomrader. Denne
tilstanden kalles Vitiligo og kjennetegnes ved flekkvise hvite omrader pa huden der pigmentet er
borte. Vitiligo er assosiert med lengre overlevelse hos pasienter med malignt melanom, noe som

kan tyde pa at en effektiv immunrespons mot kreftcellene er med pé a gi okte overlevelse (61).
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Tumorinfiltrerende lymfocytter (TILs) i kan vaere en positiv prognostisk faktor

I 1863 beskrev den tyske patologen Rudolf Virchow at kreftsvulster har et hoyt innhold av
leukocytter sammenlignet med normalt vev (62). Den generelle oppfatningen i dag er at
immunceller har en todelt rolle i kreftutviklingen. Noen av dem utever kreftfremmende
mekanismer, mens andre virker hemmende pé kreftcellene. Det er derfor ikke kun tilstedevarelsen
av immunceller som betyr noe, men ogsa hvilke typer immunceller som finnes i kreftsvulsten, og
hvor i kreftsvulsten de er lokalisert. Ved enkelte krefttyper er det gjort korrelasjonsanalyser der man
har funnet at et hoyt antall av visse immunceller gir pasienten en bedre prognose, noe som kan tyde
pa at pasientens immunsystem i disse tilfellene klarer & danne en effektiv immunrespons mot
kreftcellene. Dette gjelder spesielt for melanomer, men er ogsa beskrevet i flere ulike karsinomtyper

(63—66). Disse studiene er med pa & bekrefte hypotesen om cancer immunosurveillance.

3.3. Teorien om cancer immunoedeting

Pa begynnelsen av 2000-tallet videreutviklet Dunn et al. cancer immunosurveillance teorien til
«cancer immunoedeting» teorien som gir en mer fullstendig beskrivelse av forholdet mellom
immunsystemet og de transformerte cellene (34). Cancer immunoedeting er beskrevet som en
prosess bestdende av tre ulike faser: Elimination (eliminasjon), equilibrium (likevekt), og escape

(unnslipping) - ofte kalt «The three E's of cancer immunoedetingy (figur 6).
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Figur 6: Illustrasjon som viser de tre fasene i cancer immunoedeting (54).
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3.3.1. Elimination: immunforsvarets metoder for 4 eliminere transformerte celler

Elimineringsfasen er den delen av immunoedeting-teorien som omfatter den gamle teorien om
cancer immunosurveillance. I elimineringsfasen virker det medfedte og det adaptive
immunsystemet sammen for & eliminere transformerte celler, og hvis de klarer a gjore denne jobben
fullstendig vil immunoedeting-prosessen stoppe her. Det er senere beskrevet flere mulige

mekanismer for hvordan immunsystemet kan eliminere kreftceller.

Kreftceller kan trigge immunsystemet til anti-kreftrespons

Kreftsvulster forer til utskillelse av pro-inflammatoriske substanser

For at det skal kunne dannes en tilstrekkelig immunrespons mot transformerte celler, mé disse pa en
eller annen maéte sette 1 gang en inflammasjonsprosess, noe som kan skje pa flere méter. Nar en
kreftsvulst vokser mé den samtidig bryte ned ECM i organet den befinner seg i. Dette skjer ved at
kreftcellene selv frigir enzymer som kan bryte denne ned, i tillegg til at de pavirker stromale celler i
svulstens mikromilje til & uttrykke slike enzymer. I nedbrytningsprosessen frigjores flere pro-
inflammatoriske molekyler, blant annet hyaluronsyre og heparansulfat som kan aktivere TLR og
dermed sette i gang inflammasjonsprosessen. Kreftceller kan ogsa frigi heat shock proteins (HSPs)

og urinsyre som ogsé aktiverer TLR (13).

Immuncellene kan gjenkjenne kreftcellene som unormale gjennom to hovedmekanismer
I litteraturen beskrives to hovedmater som immunsystemet kan bruke for & oppdage kreftceller. Den
ene den ene maten er at kreftcellene uttrykker en eller flere kreftcelleantigener, og at disse

gjenkjennes av immunsystemets komponenter (figur 7) (67).
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Figur 7: DCs tar opp kreftcellepeptider og presenterer disse pa HLA-II til CD4+ T-celler, og pa
HLA-I til CD8+ T-celler slik at disse aktiveres. (J A Kyte. Tidsskr Nor Leegeforen 2006, 126:2969-
73)

Den andre méten er ved at kreftcellene uttrykker NKG2D-ligander, som kan gjenkjennes av
NKG2D-reseptoren som uttrykkes pa NK-celler og CD8+ T-celler. Ligandene som aktiverer denne
reseptoren er stressinduserte overflatemolekyler som MHC class I chain-related proteins A and B
(MICA/B), UL16 binding proteins (ULBP), og lymfocyte effector cell toxicity-activation ligand
(Letal). MICA/B uttrykkes normalt kun epitel i tarm og magesekk, men er uttrykt i flere ulike typer
karsinom og ved malignt melanom. ULBP er okt i flere krefttyper. Aktiveringen av NKG2D-
reseptorene forer til igangsetting av NK-cellenes og CD8+ T-cellenes cytotoksiske mekanismer mot

cellene som uttrykker stress-molekylene (60).

Immunsystemet har flere mekanismer for 4 eliminere kreftceller

Interferon-y

IFNy er funnet & vaere en svert viktig stimulator av immunsystemets eliminering av kreftceller da
den stimulerer CD4+ Thl T-celler og CD8+ cytotoksiske T-celler med antigenreseptorer for
kreftcelleantigener. IFNy stimulerer ogsa makrofagenes cytotoksiske egenskaper (68). Studier tyder
pa at blant andre yo T-celler er viktige produsenter av INFy (69).

Perforin og TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)

Perforin ble tidlig oppdaget til & vere viktig ved immunologisk anti-kreft respons pa grunn av sine
cytolytiske egenskaper. En annen cytolytisk mekanisme som ogsé ser ut til & vere viktig i det
medfedte immunsystemets angrep pa kreftceller, er TRAIL. TRAIL er et cytokin som kan

produseres i NK-celler, DCs og monocytter, og som binder til apoptose aktiverende reseptorer hos
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andre celler. Slike reseptorer kan for eksempel uttrykkes av en celle som har gkte nivier av

tumorsupressorproteinet p53 (okt ved skadet DNA). I musemodeller er det funnet at mus som

mangler TRAIL har okt risiko for utvikling av MCA-indusert fibrosarcom (70).

CD4+ Thl7-lymfocytter

Th17-lymfocytter er en egen CD4+ T-hjelpercellepopulasjon (figur 8§) som kjennetegnes vet at de

utskiller IL-17, og uttrykker transkripsjonsfaktoren retinoic acid receptor-related orphan receptor yT

(RORyt). Denne celletypen er overtrykt i flere autoimmune sykdommer, noe som kan tyde pé at de

potenserer adaptiv immunrespons (71). I et studie hvor man har kartlagt tilstedeverelse av Th17-

lymfocytter i ovariekreft, ble det observert at disse immuncellene finnes i1 heyere nivéer i blod og

lymfeknuter hos disse kreftpasientene sammenlignet med individer uten kreft. De ble ogsd funnet i

kreftsvulstene. Studiet konkluderte med at Th17 og IL-17 var assosiert med god prognose i denne

krefttypen, noe som kan tyde pé at celletypen styrker cancer immunosurveillance (72,73). Andre

studier har vist at heye nivder av IL-17 er assosiert med darligere prognose (74,75), men IL-17 er

ikke bare uttrykt av Th17-lymfocytter kan produseres av flere andre immunceller (blant annet NK-

celler, MC-celler, CD4+- og CD8+ T-lymfocytter (72).
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Figur 8: Figuren viser de ulike kjente typene CD4+ T-celler kan utvikles til (76). (Bettelli E, Korn
T, Oukka M, Kuchroo VK. Nature 2008;19;453(7198):1051-7)
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Humoral respons mot kreft

Det har blitt identifisert spesifikke kreftcelle-antistoffer bade i blodet og i kreftsvulster hos pasienter
med ulike krefttyper. Det er funnet en sammenheng mellom heyt uttrykk av antigen, og tilsvarende
heyt uttrykk av tilsvarende antistoff, noe som kan skyldes at det er benyttet ulike metoder for
pavisning av antistoff. I tillegg er de biologiske mekanismene i humoral anti-kreftrespons er ikke

godt nok kartlagte (77).

3.3.2. Equillibrium: immunsystemet er med pa & avle frem kreftceller som kan unngi

immunrespons

Tumor dormancy er et begrep som brukes om kreftsvulster som er i en latent fase hvor de ikke
vokser i storrelse. I folge immunoedeting-teorien kan en av grunnene til en slik fase vare at
kreftsvulsten og immunsystemet er i en dynamisk balanse, hvor det er like stor immunologisk
eliminering av kreftceller som det er kreftcelleproliferasjon (54). Sett i lys av denne teorien vil det
oppsta et darwinistisk mikromilje 1 kreftsvulsten. Kreftceller er genetisk ustabile, og i en voksende
kreftsvulst skjer det hele tiden nye mutasjoner (6) noe som forer til stor genetisk heterogenitet innad
1 svulsten. Det gir kreftsvulsten evne til & selektere ut de mest overlevelsesdyktige av kreftcellene
avhengig av det stadig skiftende mikromiljeet i og omkring svulsten. Immunsystemets angrep pa
kreftcellene vil selektere frem en gruppe kreftceller med redusert evne til & danne immunrespons.
Kreftsvulster som oppstar i immunokompetente verter er mindre immunogene enn de som oppstar
hos immunosupprimerte verter, noe som stetter opp under immunoedeting hypotesen. Kreftsvulster
som vokser i immunosupprimerte verter blir ofte avvist nér de transplanteres til en

immunokompetent vert (47).

Et argument for at slike likevekstfaser eksisterer er et kjent klinisk eksempel hvor en ded kvinne
donerte begge nyrene sine til to ulike mottagere. Etter to dr hadde begge disse utviklet malignt
melanom med metastase. Undersekelser av kvinnens journal viste at hun var radikalt behandlet for
primart melanom 16 ér tidligere, og det ble derfor antatt at hun var helbredet. En mulig forklaring
pa dette utfallet er at kvinnen hadde mikrometastaser fra melanom til nyrene sine, men at disse
metastasene var blitt holdt i en «sovende likevekstfase» av immunsystemet hennes. P4 grunn av
immunosupprimerende behandling av mottagerne ble likevekstfasen opphevet, noe som medferte
utvikling av malignt melanom hos begge (78). Det finnes andre liknende tilfeller (79). I folge
teorien om cancer immunoedeting er det tre ulike utfall av equilibrium: (I) immunsystemet greier &

eliminere kreftcellene, (II) en permanent equilibrium-fase, eller (III) immunoescape ved at
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kreftcellene tilegner seg egenskaper som gjor at immunsystemet ikke lengre klarer & holde dem 1
sjakk (60).

3.3.3. Immunoescape: kreftcellers metoder for 4 unngi a bli drept avimmunsystemet

Mennesker har mange cellulere beskyttelsesmekanismer mot kreftutvikling, blant annet

tumorsupressor-proteiner og DNA-reparasjonsproteiner. Mutasjoner som endrer genuttrykket av

disse er viktige steg i malign celletransformasjon (6). I folge immuoedeting-teorien har ogsa er

immunsystemet en viktig beskytter mot kreftutvikling. Det faktum at immunokompetente individer

likevel far kreftsykdom betyr at kreftcellene opparbeider seg egenskaper som gjor at de kan
unnslippe denne anti-kreftmekanismen (figur 9). Immunoescape-fasen er prosessen hvor
immunsystemet ikke klarer & kontrollere den ukontrollerte celleproliferasjonen, og det oppstar
kreftsykdom. Det finnes hovedsakelig to typer endringer som kan fore til immunoescape: (I)
seleksjon av ikke-immunogene kreftceller, eller (II) kreftcellene opparbeider seg egenskaper

gjennom mutasjoner som gjor at de kan hemme immunsystemet (60).

- TGF-B CTLA-4
- ARG1
Q __ -iNOS

PD-L1

Recruitment of Q : PD-1
. . « TGF-
immunosuppressive BARISE LT Oﬁ | [ CD4*
immune cells 1\ Tecell cD8*
- PDGF
ya A T cell

GM-CSF, IL-1B,
Immunoselection of VEGF, PGE,
poorly immunogenic  Myeloid / .
tumor cells precursor Immunoevasion

a3 S at the tumor cell level
y %:"X’% og PD-L1
T cell PD-L1 CcD4*
: | Bcl T cell ﬁ
j CD80

Antigen
presentation

VEGF sMICA ”"&
LXR-L H

Highly immunogenic

© transformed cell L .IDO
. . cD8* \ IL-10
- Poorly immunogenic T cell s
transformed cell - Gangliosides

. Galectin-1
Immunosuppressive

Soluble tumor-derived products
transformed cell

that inhibit antitumor immunity

'Aa Vesely MD, et al. 2011.
Annu. Rev. Immunol. 29:235-71

Figur 9: lllustrasjon av mekanismer ved cancer immunoescape (54).
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Immunopriviligerte mikromilje i kreftsvulster

Kreftceller kan frigi immunosupressive cytokiner som IL-10 og TGF-f

TGF-f er vist & spille en svaert viktig rolle i kreftcellebiologi. TGF-f kan aktivere flere signalveier
gjennom binding til sin tyrosinkinase reseptor, blant annet Phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K)-
signalveier, og small GTPase-signalveier (hvor Ras er den mest kjente). Hovedvirkningen nar TGF-
B binder til reseptoren sin er fosforylering og aktivering av intracellulere SMAD-proteiner. Dette
medforer dannelse av en SMAD-trimer som gar inn i cellekjernen hvor den fungerer som
transkripsjonsfaktor. I normale celler og i tidlige stadier av kreft fungerer TGF-f3 som et
tumorsuppressor-protein og som en hemmer av inflammasjon. Den virker ved & hemme uttrykk av
vekstfaktorer, pro-inflammatoriske cytokiner og kjemokiner. Den induserer transkripsjon av
proteiner som forer til apoptose og hemming av cellesyklus (80). I musemodeller hvor genene for
TGF-p er slettet, eller hvor man har nedregulert proteinet pd andre mater i epiteliale kreftceller,
finner man ofte at det forer til mer aggressiv kreftsykdom (81). Tap av TGF-B-signalering ved a
fjerne et viktig SMAD-protein i T-celler er assosiert med ekt inflammasjon og kreftutvikling i en

musemodell for tarmkreft (82).

TGF-p er observert & ha en todelt rolle i kreftutvikling, og i mange krefttyper er okt uttrykk av
TGF-p korrelert med en darlig prognose. De kreftfremmende virkningsmekanismene til TGF-f er
varierte: dysregulering av cyklin-avhengige kinasehemmere som medferer redusert
cellesykluskontroll, endringer i cytoskjelett, redusert eliminering av kreftceller av immunsystemet,
okt angiogenese, og okt mengde proteaser som bryter ned ECM og dermed tilrettelegger for
kreftsvulstens invasjon i omkringliggende vev. Det er gjort flere ulike observasjoner av hvordan
TGF-f kan redusere immunsystemets eliminering av kreftceller: (I) reduksjon i uttrykk av gener
som er viktige for lymfocytters cytotoksiske egenskaper, som foreksempel perforin, granzymer og
cytotoksiner, (II) gke uttrykk av Foxp3 i CD4+ T-celler som forer til at de differensierer til & bli
Tregs, og (III) hemme NK-cellediffrensiering og funksjon (80), og (IV) aktivering av NF-kB (83).
Oppsummert, kan redusert TGF-B-signalering i normale epitelceller og tidlige kreftstadier vere
med pé a fremme kreftutvikling, mens hoye nivder av TGF-f i senere kreftstadier er korrelert med

okt aggressivitet (19).

IL-10 er kjent som et viktig immunosupprimerende cytokin. Produksjon av IL-10 er en av Tregs
immunosupprimerende mekanismer, og i kreftsammenheng er monocytter og flere typer kreftceller
er funnet 4 kunne produsere cytokinet. IL-10 kan virke immunosupprimerende blant annet ved a

hemme Thl-drevet immunrespons og syntese av pro-inflammatoriske cytokiner, nedregulere
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MCH/HLA klasse II-molekyler, samt hemme DCs antigenpresentasjon (19). I de senere ar er det
flere studier som tyder pé at IL-10 ogsé er viktig for & danne en god immunrespons mot kreftceller.
De ulike resultatene fra disse studiene understreker kreftbiologiens kompleksitet, og dette beviser
det faktum at kreftcellers maligne mekanismer er ulike bade mellom de ulike krefttypene, og innad i

samme type kreft (84,85).

Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)

Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) er et viktig enzym i nedbrytningen av den essensielle
aminosyren tryptophan. IDO er vist & kunne ha immunosupprimerende egenskaper, noe som ble
observert ved at IDO i placenta beskytter denne mot T-celleangrep (86). Uten tilgang pa tryptophan
kan ikke T-celler dele seg, og kan derfor ikke aktiveres ved antigenpresentasjon. Flere kreftceller
uttrykker IDO, og dette er en mulig mekanisme for hvordan kreftcellene kan unngd & bli eliminerte
av cellene 1 det adaptive immunsystemet (19). I en eksperimentell studie med immunokompetente
mus ble det funnet at immunogene kreftsvulster med heyt uttrykk av IDO vokser mer aggressivt
enn de med lavt uttrykk. Denne effekten er assosiert med redusert akkumulering av T-celler 1
kreftsvulstens mikromilje (87). Det gjenstdr mye forskning nér det gjelder IDO sin rolle i kreft, men
mye tyder pé at IDO-uttrykk er viktig for kreftcellenes immunoescape (19).

Immunosupprimerende immunceller

Regulatoriske T-celler

Sammenlignet med normalt vev finnes Tregs i ekte nivaer i flere typer kreftsvulster, blant annen
ved kreft 1 ovarier, bryst, bukspyttkjertel, lever og lunge (25,60). I 2004 publiserte Curiel et al., et
banebrytende studie som rapporterte at hoy tetthet av Tregs i kreftsvulster i ovariene var assosiert
med darlig prognose (88). Hoye nivder av Tregs er ogsé korrelert med redusert overlevelse ved kreft
i lever, bryst, lunge, bukspyttkjertel og lever (63,89—94). Det er foreslatt ulike mekanismer for
hvordan Tregs kan hemme immunrespons mot kreftcellene. En forklaring er at de kan hemme
CD4+ T-celler, CD8+ T-celler og NK-celler ved blant annet & skille ut immunosupprimerende
cytokiner som IL-10 og TGF-f og ved 4 uttrykke Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4)
(95). Tregs betydning i kreft er ikke entydig da andre studier viser ingen assosiasjon mellom disse
cellene og overlevelse (63,96,97). Studier pa kreft i tykktarm, blaere, ovarie, hode- og nakke og
Hodgkins lymfom har vist at en hay tetthet av intratumorale Tregs er assosiert med bedre

overlevelse (63,98-102).
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Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4)

CTLA-4 er et immunosupprimerende proteinreseptor protein som kan uttrykkes pd overflaten av T-
celler, blant annet Tregs. CTLA-4 ligner CD28 i struktur og begge binder til B7 pd dendrittiske
celler men virker ulikt. CD28 binding ferer til immunrespons-aktiverende signaler, mens CTLA-4
forer til immunosupprimerende signaler, blant annet ved at de dendrittiske cellene oppregulerer
IDO. Det forste CTLA-4 antistoffet (Ipilimumab) er nd godkjent til bruk av U.S. Food and Drug
Administration (FDA) mot metastatisk malignt melanom, og er tatt i bruk i behandlingen i flere

land (103).

Programmed cell death 1 (PD-1) og programmed cell death ligand 1 (PD-L1)

Flere kreftceller er funnet & uttrykke PD-L1 som kan bindes til PD-1 pd T-celler. Dette ses blant
annet ved kreft i bryst, ovarier og tykktarm. PD-1 er en transmembran reseptor som aktiveres av
PD-L1 og PD-L2. Dette forer vis ulike signalveier til at T-celler ikke aktiveres som normalt.
Aktivering av PD-1 pd CD8+ cytotoksiske T-celler forer til apoptose hos disse ved & oke uttrykket
av IL-10 og Fas-ligand (103). Legemiddelet Nivolumab som blokkerer PD-1 gjennomgér né klinisk
legemiddeltesting som mulig behandling for ikke-smacellet lungekreft (NSCLC) (104).

Myeloid-derived supressor cells (MDSC)

Myeloid-derived supressor cells (MDSC), ogsé kalt immature myeloid cells (imC), er en heterogen
gruppe av umodne myeloide celler, som gjenkjennes av markerene Gr-1+CD11b+ i mus (80).
MDSC er overuttrykt i flere typer kreft, og det antas at de spiller en svaert viktig rolle i kreftcellenes
immunoescape. De kan virke immunosupprimerende pa NK-celler, B- og T-celler ved a produsere
arginase og reaktive oksygen species (ROS). I tillegg kan de hemme modningen av DCs og fremme
utviklingen av makrofager til type 2-makrofager (M2) (105). Andre studier har vist at MDSC kan
stimulere naive CD4+ T-celler til & utvikles til Tregs (106). MDSC er ogsé funnet & ha andre ikke-
immunomodulerende mekanismer, blant annet ved at de er viktige produsenter av TGF-3, og at de

kan gke angiogenese i kreftsvulster (80,107).

Regulatoriske B-celler

I de siste drene har det vart betydelig forskning pa B-cellers mekanismer utover
antistoffproduksjon, og forskere mener & ha funnet en subpopulasjon av B-celler som produserer det
immunosupprimerende cytokinet IL-10 (108). Denne subpopulasjonen kalles B10 eller B-
regulatoriske celler (Bregs) (109). Studier i musemodeller har funn som tyder pa at B-celler kan
fremme kreftutvikling (110-112). Det er fortsatt usikkert om Bregs kan hemme immunceller pa

samme mate som for eksempel Tregs, og Breg-cellenes eksistens og virkningsmekanismer sees
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fremdeles pa som svart kontroversielt av flere (se ogsd avsnitt 4.2 om kronisk aktiverte B-

lymfocytter) (109).

Regulatoriske CD8+ T-celler

I tillegg til de mer kjente CD4+ regulatoriske T-cellene, er ulike subgrupper av CD8+ T-lymfocytter
funnet & ha immunosupprimerende virkning (CD8+ Tregs). En av disse typene er CD§+CD25+ T-
lymfocytter som blant annet uttrykker FoxP3 (113,114). CD8+ Tregs er funnet i kreftsvulster fra
pasienter, og er vist & kunne hemme proliferasjon og funksjon av CD4+ og CD8+ T-celler (bade
naive celler og effektorceller) enten via celle-celle-kontakt eller ved & frigjore IL-10 (113,115).
CD4+ Tregs dannes naturlig i Thymus og finnes i blod hos bade friske individer og kreftpasienter.
Til sammenligning finner man ikke CD8+ Tregs i blod, noe som kan tyde pa at dannelsen av disse

induseres i kreftsvulsters mikromiljo (113,114).

Kreftceller kan unnslippe immunsystemets drapsmekanismer

Fas og Fas-ligand

En av mekanismene CD8+ T-celler bruker for a stimulere apoptose i kreftceller er & uttrykke Fas-
ligand (FasL) pé celleoverflaten. Denne liganden bindes til reseptoren Fas pa kreftcellene, noe som
aktiverer apoptose-signalveier hos disse. Det er observert at flere kreftceller har utviklet resistens
mot Fas-stimulering (116,117). Kreftceller kan produsere FasL, som ikke virker pa dem selv, men
som kan drepe omkringliggende immunceller (116,118). I mange krefttyper er det observert
apoptotiske lymfocytter i omrdder hvor kreftceller uttrykker FasL. FasL er funnet uttrykt av
kreftceller ved kreft i tykktarm, hode- og hals, spiserer, nyre, ovarier og ved malignt melanom

(118).

Forhindring av antigenpresentasjon og hemmet uttrykk av stressproteiner
Kreftcellers nedregulering av antigenpresentasjon er observert i flere forskjellige krefttyper, og sees
pa som en viktig mate for kreftcellene & unngé a bli eliminert av immunsystemet (35,119). Det
finnes flere mekanismer kreftcellene kan nyttiggjere seg av for 4 unngé at antigenene deres
presenteres for immunsystemet:
I.  Mutasjoner eller nedregulering av HLA-I-molekylene:
a. Mutasjoner i en eller flere av genene for komponentene i HLA-I-molekylene
(vanligvis mutasjoner i f2m-genet) slik at cellen ikke uttrykker noen av HLA-I-

allelene (119,120).
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b. Mutasjoner eller nedregulering av et HLA-I-allel (119,121).
c. Mutasjoner eller nedregulering av en HLA-I-haplotype (en haplotype bestér av
HLA-gruppene HLA-A, HLA-B og HLA-DR som i sin helhet arves ned fra foreldre
— en haplotype nedarves fra hver av foreldrene) (119,122).
II.  Defekter i andre deler av «maskineriet» som prosesserer antigener, blant annet defekter 1
proteosomproteinene LMP2 og LMP7, eller i transporteren TAP (transporter associated with
antigen processing) som overforer peptider fra cytosol til det endoplasmatiske retikulum

(119,123,124).

Nedregulering av HLA-I-uttrykk er en mekanisme mange virus bruker for ikke 4 oppdages av
cytotoksiske CD8+ T-celler. NK-celler er derfor viktige i denne sammenhengen fordi de angriper
celler som uttrykker et unormalt lavt antall HLA-I-molekyler. Dette skjer fordi NK-cellene normalt
binder sin KIR til HLA-I pa celler, noe som forer til undertrykkelse av NK-cellens cytotoksiske
egenskaper. Nér dette hemmende signalet oppherer kan NK-cellens drapsmekanismer aktiveres
(125). Aktivering skjer som beskrevet ovenfor gjennom stimulering av cellens aktiverende
reseptorer; blant annet NKG2D-reseptorer som gjenkjenner MICA/B (15). For 4 unnga denne
drapsmekanismen, er det flere kreftceller som kan produsere proteaser som kloyver MICA/B fra
celleoverflatene sine. Dette produserer en loselig form for MIC-proteiner som kan binde seg til
NKG2D-reseptorene. MIC-NKG2D-komplekset tas opp av immuncellen ved endocytose, noe som
dermed fjerner NKG2D-reseptoren fra overflaten og ferer til okt nedbryting av den. P& denne maten

reduseres sjansen for at kreftcellene fjernes av NK-cellene (126).

Unormal utvikling og modning av dendrittiske celler

DC:s er essensielle for at T-celler skal kunne reagere pa kreftcelleantigener, og slik danne
immunrespons mot kreftceller. Redusert niva av sirkulerende dendrittiske celler finnes i flere
krefttyper, noe som tyder pa at kreftceller har muligheten til & nedregulere modningen av DCs. DCs
kan ogsa utvikles til celler med immunosupprimerende egenskaper, blant annet til plasmacytoide

dendrittiske celler (pDC) (19).
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4. Inflammasjon kan fremme kreftutvikling

4.1. Kronisk inflammasjon og ekt kreftrisiko

Tidlige sammenhenger mellom irritasjon, inflammasjon og kreft

Teorien om at det er en sammenheng mellom kronisk irritasjon, inflammasjon og kreft er langt fra
en revolusjonerende tanke. Da Rudolf Virchow i 1863 observerte leukocytter i neoplastisk vev
mente han at dette kunne bety at kreft oppstar pa grunn av kronisk irritasjon (chronic irritation
theory of cancer) (62,127). I 1915 klarte den japanske patologen Katsusaburo Yamagiwa som den
forste 1 verden & indusere malign transformasjon av normale celler i laboratoriet. Hypotesen var at
kronisk irritasjon kunne danne pre-maligne endringer i normalt epitel, og han bekreftet dette ved a
gni kulltjeere inni kaninerer gjentatte ganger over et langt tidsrom. P& 1890-tallet arbeidet
Yamagiwa sammen med Virchow i Berlin, hvor han blant annet studerte patogenesen av kreft i
magesekken, og hypotesen var at kroniske magesar i stor grad bidro til slik kreftutvikling (128). I
1982 konkluderte Marshall og Warren med at gastritt, magesér og sir i duodenum i 80-90 % av
tilfellene fordrsakes av bakterien Helicobacter Pylori et funn de 1 2005 fikk Nobelprisen i medisin
for (129). Kronisk gastritt forarsaket av Helicobacter Pylori er na allment kjent som en signifikant
arsak til kreft i magesekken (130). Denne oppdagelsen forte til en okt forstdelse av sammenhengen

mellom kronisk infeksjon, inflammasjon og kreft.

I 1986 formulerte Harold Dvorak en hypotese om at kreftsvulster er “wounds that do not heal”
(131). Hypotesen forsekte & forklare den komplekse signaleringen ved kreft ved at kreftceller kunne
skru pa et komplekst fysiologisk program som normale celler allerede har i sitt genom. Bakgrunnen
for hypotesen var de mange likhetene mellom det som skjer i et mikromilje ved vevstilheling, og
det som skjer ved kreftutvikling. Ved begge tilfeller frigir trombocytter PDGF (platelet-derived
growth factor) og TGF-f som tiltrekker fibroblaster og stimulerer disse til & frigi matrix
metalloproteinaser (MMPs) og mitogener. | ECM er det mange signalmolekyler bundet fast i
inaktiv form. MMPs degraderer ECM og forer til frigjoring av disse molekylene slik at de kan uteve
sin virkning. Signamolekylene tiltrekker seg immunceller som monocytter, neytrofile granulocytter,
eosinofile granulocytter, mastceller og lymfocytter, som sammen med fibroblastene fungerer som
produsenter av vekstfaktorer, mitogener, cytokiner, og kjemokiner. Dette oker celleproliferasjon og
angiogenese 1 kreftsvulsten. « Wounds that do not heal»-teorien er forkastet, men illusterer

viktigheten av stromale celler er i kreftutvikling.
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Indisier for at inflammasjon er et viktig bidrag i kreftutvikling

Infeksjoner og kreftutvikling

Omtrent 15 % av verdens kreftdiagnoser har virale og/eller bakterielle infeksjoner som
bakenforliggende arsak. Store deler av disse krefttilfellene skyldes sékalte onkogene virus, der det
ikke er inflammasjonen i seg selv som fordrsaker kreft, men virusets genom som inneholder
onkogener (35). Et eksempel pa et onkogent virus er humant papillomavirus (HPV) 16 og 18 som
har nukleotidsekvenser som koder for onkogenet E7 som kan inaktivere retinoblastoma-tumor
supressorproteinet (pRb), og onkogenet E6 som inaktiverer tumorsupressorproteinet p53. HPV 16
og 18 kan fore til plateepitelkarsinom i og omkring analkanalen, munnhule og svelg, i vagina og pa
penis. Det er vist at HPV 16 og 18 er arsak til nesten 99 % tilfeller av livmorhalskreft (132). Andre
bakterier og virus som er assosiert med kreftutvikling har ikke like tydelige onkogene egenskaper,
og det antas derfor at inflammasjonen de lager har kreftfremmende egenskaper. Et eksempel péd
dette er Hepatitt B (HBV) som er hovedarsaken til utvikling av leverkreft pd verdensbasis. Viruset
har et genet HBx som koder for et protein med svak onkogen virkning, men som alene ikke kan
forklare HBVs evne til & fremme kreftutvikling. De fleste studier tyder pd at en viktig arsak til
HBVs kreftfremkallende evner er dets evne til & danne kronisk inflammasjon i leveren. Kronisk
inflammasjon ferer til nekrose av levercellene, og for & erstatte dette celletapet oker

proliferasjonshastigheten, noe som eker sjansen for malign celleutvikling (133,134).

Non-steroid anti-inflammatory drugs (NSAIDs) reduserer forekomsten av ulike karsinomer
NSAIDs er en legemiddelgruppe som virker anti-inflammatorisk, anti-pyretisk og analgetisk. Den
anti-inflammatoriske virkningen er hovedsakelig koblet til legemiddelgruppens hemming av
enzymet cyclooxygenase (COX). Dette enzymet omdanner arakidonsyre fra cellemembranen om til
prostanoider som inkluderer prostaglandin D2 (PGD2), PGE2, PGFa og prostacyclin (PGI2). I
trombocytter er COX ogsé ansvarlig for & danne Thromoxan A (TXA2) som er viktig for at
trombocyttene skal kunne klumpe seg sammen (aggregere) ved bladning. COX har to identifiserte
hovedformer; COX-1 og COX-2. COX-1 er kontinuerlig uttrykt i mange typer vev, mens COX-2 er
kontinuerlig uttrykt i endotel, nyre og hjerne, men kan induseres i andre vev ved uttrykk av pro-
inflammatoriske substanser. Noen typer NSAID hemmer begge formene av enzymet, mens andre er
selektive COX-2-hemmere (135,136). Det er hovedsakelig COX-2 som er viktig ved inflammasjon,
og oppregulering av denne er funnet i flere krefttyper (137), inkludert kreft i tykktarm (138,139),
bryst (140), magesekk (141,142), bukspyttkjertel (143), blaere (144), lunge (145) og prostata (146).
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I kreft induseres COX-2 av onkogener (RAS og SCR), cytokiner, hypoksi, epidermal growth factor
(EGF), TGF-B og TNF. PGE2 er assosiert med hyppigere metastasering, og stimulerer ekning av
IL-6 og den anti-apoptotiske faktoren bcl-2. IL-6 er assosiert med kreftutvikling (147).

Meta-analyser av randomiserte randomiserte kliniske forsek har vist at langvarig bruk av NSAIDs
reduserer forekomsten og dedeligheten av tykktarmskreft (148) og ogsé flere andre krefttyper (149).
Det er foreslétt flere mekanismer for hvordan NSAIDs kan hemme kreftutvikling. Funn tyder pé at
hovedmekanismen er hemmingen av COX, spesielt COX-2, og dermed hemming av dannelse av
prostaglandiner. Man har funnet ekt uttrykk av bade prostaglandiner og COX-2-enzymer i flere
ulike typer maligne vev (150), og spesielt PGE2 ser ut til & ha en rolle i kreftutvikling. Tap av 15-
hydroxyprostaglandin dehydrogenase (15-PGDH) som normalt degraderer PGE2 er assosiert med
kreftutvikling i lunge (151) og tykktarmskreft (152,153). Binding av PGE2 til EP (Prostaglandin E)-
reseptorer forer til aktivering av G-proteiner, men kan ogsa fore til kryssaktivering av flere andre
signalveier som er assosierte ved kreftutvikling (137), blant annet:
I.  Wnt-signalering: Wnt-signalering forer til aktivering av -catenin — en transkripsjonsfaktor
som aktiverer transkripsjon av flere gener involvert i kreftutvikling (blant annet c-myc og
cyklin D1 som stimulerer cellesyklus) (154,155)

II.  Peroxisome proliferator-activared receptors (PPARs): En gruppe cellekjerne reseptorer som
fungerer som transkripsjonsfaktorer og aktiverer gener involvert i angiogenese,
celleproliferasjon- og overlevelse (156).

Andre foreslatte mekanismer for hvordan NSAIDs kan hemme visse former for kreftutvikling er
blant annet hemming av transkripsjonsfaktoren NF-kB (157), og at hemming av primer hemostase
(aggregeringen av trombocyttene) hemmer disse cellenes rolle ved metastasering. Hypotesen er at
trombocytter er essensielle for at kreftcellene suksessfullt skal kunne metastasere, ved at aktiverte
trombocytter binder seg til kreftceller som kommer ut i sirkulasjonen og dermed forhindrer at disse
oppdages av immunsystemet (immunoevasion). Trombocyttene gjor det ogsa mulig for kreftcellene
a binde til innsiden av karrveggen i andre organer, slik at de kan gé ut av sirkulasjon og over i vev

og danne en metastase (figur 10) (158).
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Figur 10: Figuren viser hvordan trombocytter kan bidra til spredning av kreftceller (158). (Gay, L.,
Felding-Habermann, B. Nat. Rev. Cancer 2011;11, 123—-134)

4.2. Kronisk inflammasjon og mekanismer for kreftutvikling

Forskjellen mellom akutt og kronisk inflammasjon i kreftutvikling

Mens kroppens evne til & generere akutt inflammasjon er essensiell, er kronisk inflammasjon
medvirkende arsak til flere sykdommer, inkludert kreft. Kronisk inflammasjon ferer til nekrose av
cellene i den inflammerte vevet. For & erstatte dette celletapet oker proliferasjonshastigheten. Det er
1 DNA-replikasjonsfasen i celledelingen at de fleste spontane mutasjoner skjer, og
mutasjonshastigheten er derfor hoyere i prolifererende celler sammenlignet med quiescence (GO-

fase, inaktiv fase hvor celler ikke deler seg). Ved hoy proliferasjonshastighet har DNA-

Nora Ness, var 2013 42



reparasjonssystemet mindre tid til & rette opp i replikasjonsfeil for cellen deles, og mutasjonen

nedarves i storre grad til dattercellene (159,160). Mutasjoner i visse gener kan fore til kreftutvikling

(6).

Kreftcelle-eliminerende inflammasjon, og kreftfremmende inflammasjon skiller seg fra hverandre

med tanke pd immuncelleinnhold. I en kreftsvulst hvor det foregdr immunologisk eliminering av

kreftceller ser man ofte immunceller typiske akutt inflammasjon og adaptiv celluleer immunrespons.

Dette gjelder celler som makrofager av typen M1, NK-celler, CD4+ Th1-lymfocytter og DC8+
cytotoksiske T-lymfocytter. I et premalignt- eller malignt vev er det ofte tilstedevarelse av
immunceller som er typiske for kronisk inflammasjon, og/eller adaptiv humoral immunrespons.
Dette gjelder for eksempel Tregs, MDSCs, makrofager av typen M2, B-celler og CD4+ Th2-
lymfocytter (figur 11) (159). En skjevhet i Th1/Th2-balansen, med en overvekt av Th2-celler er
assosiert med darlig prognose. Th2-celler kan blant annet frigjore IL-10 som hemmer Th1-celler

(161,162).
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Figur 11: Figuren viser forskjellene mellom akutt inflammasjon som er assosiert med

immunosurveillance, og kronisk inflammasjon som er assosiert med kreftutvikling (159).

DeNardo DG, Coussens LM. Breast Cancer Res. 2007;9(4):212.

Akutt aktiverte B-lymfocytter er assosiert med immunosurveillance, men kronisk aktiverte B-
lymfocytter kan fremme kreftutvikling. Assosiasjonener mellom immunoglobuliner og
kreftutvikling ble rapportert i musemodeller for over 60 ar siden (163,164). I brystkreft er okt antall
B-lymfocytter i aksilleere lymfeknuter assosiert med mer alvorlige kreftstadier (165,166). Arsaken
til at humoral immunrespons er funnet 4 virke fremmende pa kreftutvikling, kan vaere denne
immunresponsens evne til 4 bidra til dannelse av kronisk inflammasjon. Antistoffer bundet til
kreftcelle-antigener i svulster kan tiltrekke immunceller fra det medfedte immunforsvaret enten ved
a aktivere Fc-reseptorer hos disse, eller ved & aktivere komplementsystemet (167-169). Kronisk
aktiverte B-lymfocytter kan skille ut cytokiner som GM-CSF, TNF, IL-6 og IL-10. Th2-lymfocytter
kan skille ut IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 og IL-13. Disse cytokinene kan tiltrekke immunceller i det

medfedte immunforsvaret, hemme antigenpresentasjon, stimulere til M2-polarisering (makrofagene

Nora Ness, var 2013 44



utvikles til M2-makrofager som er assosiert med kreftutvikling), og hemme CD8+ T-lymfocytters
cytotoksisitet (slik at de ikke kan uteve anti-kreftrespons) (159,170,171) (figur 12).

Acute Inflammation Chronic Inflammation
6 e
IL-2 Anti-tumor Ig IL10 IL-4 IL-6
INFy TGFp IL10 IL-10
IL13 Stromal Ig/IC
\%
? M1 Macrophage polarity ? M2 Macrophage polartity
lf Innate anti-Tumor Cell Cytotoxicity é Antigen presentation
‘f‘ CTL Mediated Killing J, CTL Mediated Killing
Tumor Rejection Tumor Promotion

Figur 12: Figuren viser de ulike adaptive immunresponsene assosiert med akutt og kronisk

inflammasjon (159). DeNardo DG, Coussens LM. Breast Cancer Res. 2007;9(4):212.

Tumorinfiltrerende immunceller har mekanismer som kan fremme kreftutvikling

Mitogenproduksjon

Flere av de ulike typene immunceller som finnes i kreftsvulsten er potente produsenter av mitogener
som kan virke pa kreftcellene og pé de stromale cellene i svulsten. Dette gjelder blant annet
mitogener som: epidermal growth factor (EGF), TGF-, TNF-a, FGFs (fibroblast growth factors),
ulike typer interleukiner (IL), kjemokiner, histamin og heparin (172).

Produksjon av proteolytiske enzymer
Tumorinfiltrerende immunceller kan produsere og frigi flere typer proteolytiske enzymer, inkludert
metallo-, serine-, og cysteineproteaser. Disse proteasene bryter ned og remodellerer den

extracellulere matrixen i og omkring kreftsvulsten, noe som blant annet er med pé a eke svulstens
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mulighet for invasiv vekst i omkringliggende vev. I tillegg til dette, vil nedbrytingen fore til
frigivelse av ulike mitogener og vekstfaktorer som har vert inaktivert ved binding til

matrixstrukturer (173).

Frigivelse av muterende substanser

En del immunceller kan som respons pa cytokiner oppregulere produksjonen av nitrogenoksyd
(NO) synthase. Dette enzymet syntetiserer den reaktive oksygenforbindelsen nitrogenoksyd, som
direkte kan oksidere DNA, og muligens ogsa skade DNA-reparasjonsenzymer, noe som kan fore til

kreftfremmende mutasjoner (127).

Immunceller er viktige drivere av angiogenese i kreftsvulsten

Alt vev, bdde normale og maligne, er avhengig av bloddrer som kan tilfere nering og oksygen, samt
fjerne avfallsstoffer. Pa 1970- og 80-tallet viste forseksmodeller at en kreftsvulst ikke har
muligheten til & vokse seg storre enn 0.2 millimeter 1 diameter uten tilvekst av nye kapillerer, og en
voksende kreftsvulst er helt avhengig av & indusere angiogenese (174—176). Evnen til & indusere
angiogenese er beskrevet som et av kreftcellenes kjennetegn (6). I tillegg til de funksjonene
blodarer har i normale vev, utgjer de i kreftsvulster ogsa viktige spredningsruter for kreftcellene til
andre deler av kroppen (177,178). Metastatisk kreftsykdom er som kjent ansvarlig for de fleste
kreftspesifikke dedsfall (179). Tumorinfiltrerende immunceller er viktige produsenter av pro-
angiogenetiske substanser. Immunceller som TAMs og mastceller er funnet & kunne produsere pro-
angiogenetiske faktorer som vascular endothelial growth factor (VEGF-A), TNF-a, og fibroblast
growth factor-2 (FGF-2), PDGF, placental growth factor (PIGF), CXCLS, og CXCL12 (180,181).

Immuncelletyper som er assosiert med pro-karsinogene mekanismer

Tumorassosierte makrofager (TAMs)

Makrofager i kreftvev kalles TAMs, og i noen kreftsvulster utgjer de opptil 50% av svulstmassen.
Kreftsvulster kan skille ut CC-kjemokiner (blant annet CCL2) som kan tiltrekke umodne
monocytter ut fra sirkulasjonen og inn i vevet. Nar disse umodne cellene kommer over i vevet kan
de pévirkes slik at de utvikles til makrofager. Makrofager er en meget heterogen gruppe, som kan
deles inn i to hovedtyper: M1 (klassisk aktiverte) eller M2 (alternativt aktiverte). Monocytter
utvikler seg til M1-fenotypen ved stimuli fra IFNy og mikrobakterielle stimuli som LPS. M1-celler
har cytotoksiske og fagocyterende egenskaper, og fungerer som antigenpresenterende celler. TAMs

er hovedsakelig av typen M2, og utever flere mekanismer som kan fremme kreftutvikling. De
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fremmer kreftcelleproliferasjon, eker innholdet av stromale celler i svulsten (som gker
inflammasjon og skiller ut kreftfremmende molekyler), og hemmer M1-makrofager og celler i det
adaptive immunforsvaret (figur 13). I mange kreftsvulster er et hoyt innhold av makrofager
assosiert med dérlig prognose, blant annet ved & vaere korrelert med okt risiko for spredning

(172,182,183).
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Figur 13: Figur som viser hvordan kreftsvulster kan tiltrekke makrofager, og hvordan disse utover
mekanismer som kan fremme kreftutvikling (172). (Balkwill F, Charles KA, Mantovani A. Cancer
Cell. 2005;7(3):211-7)

En subtype monocytter som uttrykker angiopoitin-reseptoren Tie2, er funnet bade i kreftsvulster og
blod hos kreftpasienter. Disse kalles for Tie2 expressing monocytes (TEM). Tie2-reseptoren finnes
normalt pé endotelceller, og stimuli av den er viktig i angiogenese. Flere museforsek har vist at

TEMs er viktige drivere for angiogenese i kreftsvulster (184).

Tumorassosierte noytrofile (TANs)

Noyrofile granulocytter utgjer den storste gruppen av sirkulerende leukocytter (50-70 % av
leukocytter i blod) (1), og er beskrevet a finnes i kreftsvulster (185). Sammenlignet med TAMSs, har
det vert lite fokus pad TANs, og kunnskapen som finnes i dag er derfor begrenset. De siste arene er
det imidlertid kommet studier som tyder pé at ogsd neytrofile granulocytter kan vaere viktige aktorer

1 kreftutvikling (186,187). TANSs har pavirkning pa angiogenese, immonosurveillance, og utskilling

Nora Ness, var 2013 47



av ROS, cytokiner og kjemokiner (186). Basert pa museforsek er det forestatt at TANs kan deles
inn 1 to subtyper, hvor N1 har anti-kreftpavirkning, mens N2 har kreftfremmende egenskaper. Blant
annet er N2 funnet 4 kunne produsere arginase (187) som inaktiverer T-lymfocytter pd samme mate
som er beskrevet for M2 TAMs (188,189). Det er foreslatt at TGF-$ er med pé & gi en N2-
polarisering av TANs i kreftsvulster (187).

Mastceller (MCs)

Kronisk inflammasjon ferer bade til proliferering av mastceller som allerede er i vevet, og
tiltrekking av nye. Mastceller er funnet & kunne bidra til kreftutvikling. Disse myeloide cellene har
cytoplasmatiske granula som er fylt med signalsubstanser og vekstfaktorer. Nar disse tommes
(degranulerer) i kreftsvulstens mikromilje kan det fremme kreftutvikling. Granulene inneholder

blant annet IL-6, NF-a, iNOX, VEGF, CCL2, og enzymer som kan bryte ned ECM (190).

De immunoregulerende transkripsjonsfaktorene NF-kB og STAT3 er overaktivert i flere

krefttyper

Transkripsjonsfaktoren NF-kB regnes som en av pillarene i inflammasjonsprosesser, og kan
induseres ved stimuli fra pro-inflammatoriske cytokiner som TNF og IL-1p, i tillegg til blant annet
LPS, vekstfaktorer, og lymfokiner. Disse stimuliene forer til aktivering av IkB kinase enzyme
(IKK)-komplekser bestdende av IKKf, IKKa og NEMO (ogsa kalt IKKy), som medferer
fosforylering og degradering av IkB-proteiner (inhibitor of kB), som vanligvis hemmer NF-kB. NF-
kB aktiverer gener for adhesjonsmolekyler som er viktige for at epitelceller opprettholder sin
barrizrefunksjon, den gker uttrykk av anti-apoptotiske proteiner som PAI-2 og Bel-xL, og er viktig
1 modning og differensiering av blant annet lymfocytter, brystkjertelceller og schwannske celler
rundt perifere nerver. I immunceller aktiverer NF-«kB transkripsjon av gener for cytokiner og
kjemokiner som er essensielle i genereringen av immunrespons og inflammasjon (191). Pa grunn av
NF-«B sine inflammasjonsstimulerende mekanismer, kan en hypotese vere at kunstig hemming av
den skulle ha anti-inflammatorisk virkning. Studier har derimot vist det motsatte, og disse
resultatene tyder pa at NF-«xB er viktig bade i initieringen av inflammasjonsprosessen, og dens
stopp (192,193). Proto-onkogenet c-Rel er et av medlemmene i NF-kB-familien, men onkogene c-
Rel-mutasjoner er sjeldne og hovedsakelig knyttet til lymfomer (194). I flere solide kreftsvulster
finner man aktivert NF-xB, og i de fleste av disse tilfellene finner man ikke loss-of-function IkB-
mutasjoner eller gain-of-function IKK-mutasjoner. NF-kB-aktivering i kreft mistenkes derfor &

vaere indusert av pro-inflammatoriske signaler i kreftsvulstens mikromilje (191).
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STATS3 er et av medlemmene i STAT-familien, en familie av transkripsjonsfaktorer som aktiveres
av JAK-familien av tyrosinkinaser. Nar JAK aktiveres forer det til en aktiverende fosforylering av
STATS3, og denne kan dermed ga inn i cellekjernen hvor den utever sine funksjoner. STAT3 har vist
seg a veere svert viktig i bdde normalbiologi og kreftutvikling, ved at den aktiverer transkripsjon av
gener involvert i vekst, overlevelse, differensiering og immunrespons. Det er funnet aktivert STAT3

1 kreft i tykktarm, magesekk, bryst, lunge, hode- og hals, hud og prostata (195).

NF-kB og STATS3 aktiverer transkripsjon av hver sine gener, men samarbeider om aktivering av
transkripsjon av noen gener. NF-kB og STAT3 aktiveres av de fleste pro-inflammatoriske signaler,
og aktivert NF-kB og STAT3 i kreftutvikling er ofte et resultat av kronisk tilstedeverelse av
inflammatoriske substanser i svulstens mikromilje (195). Aktivering av NF-«kB og STAT3 kan vere
okt 1 bade kreftceller og i1 stromale celler i svulsten. Flere av genene som transkripsjonsfaktorene
aktiverer, enten hver for seg eller sammen, koder for proteiner som har kreftfremmende egenskaper
hvis uttrykket av disse okes i kreftceller. Det gjelder blant annet anti-apoptotiske gener som Bcl-xL,
Bcl-2, ¢c-IAP2 (196,197), cellesyklus kontroll-proteiner (198,199), og angiogenese- og
hypoksiregulatorer (200). Transkripsjonsfaktorene aktiverer i tillegg transkripsjon av viktige
kjemokiner som tiltrekker immunceller til kreftsvulsten, og er pa denne maten viktige regulatorer av
sammensetningen av kreftsvulsters stroma (201). De gir blant annet transkripsjon av CCL2,
CXCL2, and IL-1p som tiltrekker myeloide celler som i svulsten kan utvikle seg til TAMs eller
MDSC, og ogsa CCL22, CCL17, CCL19 og CCL21 som kan tiltrekke Tregs. Aktivering av NF-kB
og STAT3 i immunceller i kreftsvulster gker uttrykket av gener som stimulerer til overlevelse,
utvikling og cytokinproduksjon. Transkripsjonsfaktorene vil gjennom disse mekanismene vare med

pa & forverre en pagdende inflammasjon (195).

Cytokiner i kreftutvikling

TNF

Med bakgrunn i funnene til Coley (27) og Shear (28) som viste at tilfersel av LPS kunne fore til
tilbakegang av kreft, rapporterte Carswell et al. (202), i 1975 at mekanismen bak dette ikke var LPS
1 seg selv, men at LPS forte til dannelse av et molekyl som kunne fore til bladningsnekrose (pa
grunn av blokkering av vengs drenasje) av kreftsvulster. De fant at dette molekylet hovedsakelig ble
produsert av makrofager, og de kalte det Tumor Necrosis Factor (TNF). I dag vet vi at det ikke kun

var dannelsen av TNF, men totalt sett stimuleringen av TLRs som gav anti-kreft effekten (13).
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TNF ble sett som et potensielt terapeutisk virkemiddel, men i 1987 kom rapporter som viste at TNF
kunne stimulere til gkt angiogenese 1 kreftsvulster i dyremodeller (203). Uttrykket av TNF er okt i
flere krefttyper (204,205), og okt niva av TNF i blod hos kreftpasienter assosiert med dérlig
prognose (206-209). TNF-a er det mest kjente molekylet i TNF-familien. TNF-a produseres
hovedsakelig av makrofager, men kan produseres av CD4+ T-celler, NK-celler og nevroner (210).
TNF-a spiller en viktig rolle i endringene som skjer i et vev ved akutt inflammasjon. I kroniske
inflammasjonssykdommer, som for eksempel rheumatoid artritt, og Morbus Crohn finner man gkte
niva av TNF-a. Pasienter med Mb Crohn har god hjelp av det monoklonale antistoffet infliximab
som hemmer cytokinet (211). TNF-a er igjennom aktivering av sin reseptor TNFR1 en av de mest
potente aktivatorene av NF-«kB. Et gkt nivd av TNF-a i svulstens mikromilje forer til de samme
kreftfremmende egenskaper som de NF-kB-styrte genene gir, og det er dermed sannsynlig at noen
av cytokinets kreftfremmende egenskaper uteves gjennom aktivering av denne

transkripsjonsfaktoren (172,212).

IL-1p

IL-1P er funnet & ha kreftfremmende mekanismer. I musemodeller med ulike kreftceller er
cytokinet vist 4 bidra til bade angiogenese og okt invasiv vekst (213). IL-1f aktiverer i tillegg NF-
kB, og pévirker kreftutvikling gjennom denne (214).

IL-6
Blodnivéene av IL-6 gker med alderen pa grunn av redusert nivd av regulerende kjonnshormoner

som dehydroepisandrosteron (DHEA) og astrogen (215). Denne gkningen er assosiert med kreft i
nyre, prostata, bryst, lunge, tykktarm og ovarier og maligne B-cellesykdommer (172). IL-6s
kreftfremmende egenskaper er koblet opp til dens involvering i aktivering av STAT3- og ERK-
signalveier (216).

IL-23

IL-23 er assosiert med kreftutvikling (217-219). Produksjonen av IL-23 skjer hovedsakelig i
myeloide celler i kreftsvulstens mikromilje, og kan oppreguleres av aktivert STAT3 og NF-kB. IL-
23 er funnet & kunne kontrollere T-cellers regulatoriske egenskaper ved & eke uttrykk av FoxP3 og

IL-10. De er ogsé funnet & stabilisere Th2-celler (195,220).

Nora Ness, vér 2013 50



Kjemokiner og kjemokinreseptorer kan bidra til kreftutvikling

Kjemokiner kan pavirke kreftutvikling pa flere mater (12). Studier har vist at kreftfremmende
mutasjoner kan vere med pa & skru pa produksjonen av kjemokiner. Et eksempel er mutasjon 1
Hippel-Lindau (VHL) - et tumorsuppressorgen som ofte er mutert ved nyrekreft. VHL fungerer som
et tumorsuppressorprotein ved at det hemmer transkripsjonsfaktoren Hypoxia-inducable factor
alpha (HIF-1a). HIF-1a oppregulerer uttrykket av gener som respons pé at cellen blir utsatt for
hypoksi. I kreftceller kan HIF-1a blant annet oke angiogenese (221). HIF-1a er i tillegg vist &
kunne «samarbeide» med NF-«kB for & kunne indusere transkripsjon av CXCR4 pé de maligne
renale cellene (222). Det er funnet at oppregulering av kjemokinreseptorer pa kreftceller gjor at de
kan migrere som svar pa frigitte kjemokiner, og at dette er en av mekanismene bak metastasering.
Kreftceller i bryst, ovarier, bukspyttkjertel og prostata er funnet & kunne oppregulere CXCR4, og
uttrykket er assosiert med metastaser til lunge, lever og beinmarg (10,223,224). Mutasjoner i
onkogenet Ras er funnet a fore til okninger i produksjonen av CXCLS8 som autokrint kan gke

celleproliferasjon, og parakrint kan fremme angiogenese (225).

Kjemokiner kan vaere med pé 4 avgjere sammensetningen av stromale celler i en kreftsvulst ved a
tiltrekke visse type celler (12). Ved bukspyttkjertelkreft er det vist at kreftceller kan produsere
inflammatoriske cytokiner som stimulerer fibroblaster til & danne et molekyl kalt TSLP. TSLP
pavirker DCs 1 kreftsvulsten til & migrere til lymfeknuter hvor de aktiverer CD4+ celler til 4 utvikles
til Th2-type. CCL17 og CCL22 fra kreftsvulsten tiltrekker sd Th2-celler fra lymfeknutene til
svulsten (226).
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S. Klinisk betydning av kreftimmunologi

5.1. Bruk av immuncellemarkeorer i prognostisk utredning

Dagens system for & predikere en pasients prognose ved kreft, bestar i stor grad av & gi en
histopatologisk diagnose pd primarsvulsten og eventuelle metastaser som er fjernet ved hjelp av
kirurgi. Ulike krefttyper har litt ulike systemer for & bedemme histopatologiske egenskaper, men
viktige prognostiske funn er svulststerrelse, grad av atypi, unormalt uttrykk av spesifikke proteiner
og genetiske markerer, grad av differensiering, antall metastaser, frie eller ufrie reseksjonsrender,
innvekst i nerver, og grad av vaskularisering. Nesten alle solide kreftsvulster stratifiseres ogsa ved
hjelp av TNM-systemet som sier noe om graden av invasivitet og metastase. Dette er de to vanligste
hjelpemidlene i dagens kreftdiagnostikk for & kunne dele pasienter inn i risikogrupper som kan
fortelle oss noe om prognosen deres. Systemene gir oss dessverre ikke alltid tilstrekkelig
informasjon, da krefttyper innen samme histopatologiske entitet ofte oppferer seg svart ulikt fra
person til person. En av grunnene til dette kan vere at stratifiseringssystemene hovedsakelig
bedommer kreftcellene, og ikke i tilstrekkelig grad vektlegger de stromale komponentene i svulsten

(227).

Immunoscore (IS)

Organiseringen av de tumorinfiltrerende immuncellene er svert forskjellig i ulike kreftsvulster:
Noen finnes i mer eller mindre tettpakkede infiltrater i sentrale deler av kreftsvulsten, noen er ved
invasiv ytterkant, og andre danner lymfoide tertieerstrukturer (tertiary lymphoid structure = TLS) i
narheten av svulsten. Histopatologiske analyser av immuncelleinnholdet og organiseringen av dette
1 humane kreftsvulster har vist seg & vare svart viktige prognostiske faktorer for kreftspesifikk
overlevelse. P& bakgrunn av dette er det derfor naturlig at systematisk méling av systemiske og
lokale immunologiske biomarkerer ber tas i bruk i evalueringen av kreftpasienters prognose (63). I
2006 kom den forste artikkelen som den forste artikkelen som foreslo a ta i bruk et scoringssystem
basert pd tettheten og lokalisasjonen av TILs i bedemmelse av prognose ved tykktarmskreft (228).
Systemet gar ut pd & gi en IS som kan si noe om prognosen. Denne metoden ble ansett & vaere bedre
enn TMN-systemet for denne krefttypen (229). Det er nedsatt en internasjonal arbeidsgruppe som

skal utrede om IS kan brukes som klassifiseringssystem pa kreft generelt (227).
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5.2. Immunologi og kreftterapi

De tradisjonelle kreftterapiene er kirurgi, strling og kjemoterapi («slash, burn and poison»). Fordi
disse metodene er relativt generelle uansett krefttype, gir de ogsa noksa store bivirkninger. Pa grunn
av dette, og fordi kreft oppforer seg sé forskjellig fra person til person, har det de senere ar vert et
stort fokus og forskning pd mer spesialiserte og individuelle former for kreftterapi. Flere nye

kreftterapiformer benytter kunnskapen om immunologiske mekanismer.

Monoklonale antistoffer

Man har i flere ar brukt passiv immunisering i kreftbehandling. Dette gér ut pa at man gir pasienten
antistoffer mot ett eller flere kreftcelleantigener som pasientens kreftceller uttrykker. Dette kalles
malrettet kreftbehandling. Et godt eksempel er Traztumab — Et monoklonalt antistoff som binder til
human epidermal growth factor 2 (HER2) som er oppregulert pa kreftcellene hos 30 % av
brystkreftpasienter. Et annet eksempel er Rituximab — Et monoklonalt antistoff som binder til
CD20, et B-cellemolekyl som uttrykkes pé overflaten hos mer enn 90 % av pasienter med Non-
Hodgkins B-cellelymfom. Virkningsmekanismen av passiv immunisering tror man er de samme
som ved endogent produserte antistoffer: neytralisering og opsonisering. Det finnes ogsé antistoff-
kreftterapi hvor man angriper svulstens mikromilje i stedet for kreftcellene selv. Eksempler er
legemidlene Bevacizumab (anti-VEGF) som brukes i behandling av flere krefttyper, Ipilimumab
(anti-CTLA4) som brukes ved metastatasert malignt melanom, og Imatinib (Gliveec) som brukes i
behandling av gastrointestinale stromale tumorer (GIST) og kronisk myelogen leukemi hvor

kreftcellene er positive ABL-BCR-mutasjon (philadelphiakromosom) (230).

En annen mate 4 bruke antistoffer pa i kreftbehandling er & bruke immunotoksiner. Dette er
antistoffer bundet til radioaktive isotoper eller kjemoterapeutiske legemidler, og formalet er at disse
behandlingsmidlene primert skal uteve sin virkning pa kreftcellene og ikke i friskt vev. Denne type

behandling brukes hovedsakelig i hematologiske kreftsykdommer (35).

Graft-vs-Host i allogene beinmargstransplantasjoner

Andre omrader der man utnytter immunsystemets mekanismer er blant annet ved allogene

beinmargstransplantasjoner, hvor det oppstar ensket bieffekt kalt «graft-vs-host»-reaksjon (GVH-
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reaksjon). GVH-reaksjon skyldes at T-lymfocytter overfores sammen med stamceller ved
beinmargstransplantasjoner. Nér de tilforte T-lymfocyttene gjenkjenner fremmede HLA-molekyler
hos mottageren, starter en immunreaksjon mot disse — en GVH-reaksjon. Det er en hérfin balanse
mellom det som er nyttig immunreaksjon, og det som er farlig immunreaksjon; dersom GVH-

reaksjonen gir symptomer, kalles det en GVH-sykdom, som i verste fall kan fore til dod (231).

Cancer immunoterapi

Med cancer immunoterapi menes en behandling der pasientens eget immunsystem blir styrket slik
at det danner en mer effektiv immunrespons mot kreftcellene. Pa denne maten utnyttes
immunsystemets spesifisitet og systemiske rekkevidde i kreftbehandling (67). En type
immunoterapi gar ut pa 4 heste pasientens kreftspesifikke T-celler, la disse proliferere ex vivo, for
deretter a tilfore et gkt antall av disse tilbake til pasienten. En annen type immunoterapi er «anti-
kreftvaksiner» som kan lages ved a heste monocytter, eller andre hematopoietiske progenitorceller
(CD34+) fra pasienten. Disse modnes (ved tilfersel av vekstfaktorer og mitogener) ex vivo til DCs
som man laster man med kreftcelleantigen (tilforer kreftcellelysat eller spesifikke
kreftcelleantigener). Man tilbakeforer sd disse DCs til pasienten hvor de kan aktivere immunrespons
mot kreftcellene. Mélet er & danne og/eller oke den adaptive cellulere immunresponsen mot
kreftcellene. Metoden har vist okt overlevelse med fa bivirkninger, men behandlingen er svart dyr
og tidkrevende fordi den ma lages individuelt for hver pasient. Et eksempel er Sipuleucil-T; en
kreftvaksine som er godkjent for bruk i USA mot prostatakreft med spredning. Vaksinen bestér av
DCs som ex vivo har blitt lastet med prostatic acid phosphatase (PAP) for de tilbakefores til
pasienten (232,233).

Resistansproblematikk

Et problem med de overnevnte terapiene er resistans. Pa grunn av kreftsvulsters heterogenisitet vil

det alltid finnes kreftceller som ikke uttrykker de aktuelle antigenene, og som dermed ikke angripes

av antistoffene. Etterhvert som de antigenuttrykkende kreftcellene der, vil disse vil potensielt kunne

proliferere og gi en kreftcellepopulasjon som er resistent mot behandlingen (35).
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6. Oppsummering

Immunsystemets innvirkning pa kreft, og serlig immunsystemets mulighet til & eliminere

kreftceller har veert et av de mest omstridte feltene innen kreftforskning. Feltet har en lang og

kronglete historie (figur 14), men det har vokst seg frem til & bli en stort felt som na godtas som en

viktig brikke i kreftbiologiens puslespill. Kreftimmunologi gir stadig nye fremskritt innen prognose

og terapi som kommer pasientene i de ulike kreftsykdommene til gode.
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Deidier rapporterer at mikrober kan ha anti-kreftvirkning

Virchow rapporterer at kreftvev har hoyere nivaer av leukocytter sammenlignet med normalt vev

Coley bruker bakterielle toksiner i behandling av inoperable sarkomer

Paul Ehrlich mener atimmunforsvaret kan eliminere kreftceller

Yamagiwa induserer malign celletransformasjon i laboratoriet ved hjelp av kronisk irritasjon av kaninorer
Pearl rapporterer assosiasjonen mellom tuberkulose og lavere forekomst av kreft

Shear rapporterer at LPS er bakterietoksinet som gir anti-kreftvirkning

Medawar rapporterer at at et individ utvikler immunologisk toleranse for “selv” under embryogenesen,
og at dette er bakgrunnen for allogene reaksjoner mot “ikke-selv”

Lewis og Burnet formulerer hypotesen om cancer immunosurveillance

Stutman rapporterer at det ikke er forskjell i kreftutvikling mellom athymiske mus og immunocompetente mus ved bruk av MCA

Carswell rapporterer at LPS forer til dannelse av TNF som gir nekrose av kreftsvulster
Morales et al. bruker suksessfult BGC-vaksinen som behandling for overfladisk blzerekreft
Marshall & Warren rapporterer at bakterien Helicobacter Pylori forarsaker gastritt og magesar
Dvoraks hypotenuse om at kreftsvulster er "wounds that do not heal”

Van det Buggen et al. finner det forste kreftcelleantigenet

Mus uten perforin utvikler lettere kreft (ved stimuli fra karsinogener) sammenlignet med immunokompetente mus
Mus uten RAG utvikler lettere kreft (spontant, og ved stimuli fra karsinogener) sammenlignet med immunokompetente mus
Dunn et al. formulerer hypotesen og cancer immunoedeting (utvidelse av cancer immunosurveillance)

Galon et al. foreslar a ta i bruk immuno score (IS) som prognostisk hjelpemiddel ved tykktarmskreft

Figur 14: Tidslinje over hendelser som har veert viktige for forskningsfeltet ”Immunologi og kreft”.
(Nora Ness)
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