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Vaksiner har betydd svart mye for folkehelsen. Det er imidlertid et stort
behov for utvikling av nye vaksiner. Vaksiner kan leveres som DNA, men
dessverre har immunsvar ved DNA-vaksinasjon vart skuffende darlige.
Denne artikkelen vil belyse hvordan DNA-vaksiner kan gjores mer effektive.
Dette kan oppnas ved & konstruere vaksine-DNA slik at det koder for et
vaksineprotein som oppseker celler med evne til & igangsette kraftige
immunsvar. Dette prinsippet blir kalt «malstyrende DNA vaksiner».
Vaksineformatet kan forhapentligvis fere til utvikling av mer virksomme
vaksiner mot infeksjonssykdommer og kreft. En betydelig fordel er at mal-
styrte DNA-vaksiner kan produseres raskt og i store mengder, noe som er
viktig ved truende pandemier som for eksempel fugleinfluensa. Rask og bil-
lig produksjon er ogsé viktig for individtilpassede vaksiner mot kreft.

Hvorfor trenger vi nye vaksiner?

Til tross for store internasjonale satsninger mangler vi vaksiner mot vel-
kjente infeksjonssykdommer. For eksempel trengs effektive vaksiner mot
HIV, malaria og tuberkulose, sykdommer som dreper flere millioner
mennesker arlig. For andre vanlige infeksjonssykdommer har vi allerede
vaksiner, men disse er dessverre ikke alltid optimale. Et eksempel er in-
fluensa, hvor érlige endringer i virusets arvestoff gjor at fjorarets vaksine
ikke lenger er virksom mot arets influensavirus. Derfor ma man hvert ar lage
nye vaksiner for 4 forseke 4 holde tritt med disse endringene. Det er imid-
lertid et stort problem: Den lange produksjonstiden gjor at man ma gjette
hvilke influensatyper det er best & inkludere i neste érs vaksine. Og av og til
gjetter man feil slik at influensavaksinen har manglende effekt. Det er derfor
et mal & utvikle nye vaksineformater som kan produseres svert raskt, ikke
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bare ved influensa, men ogsa nar det bratt dukker opp virus som kan for-
arsake uventede epidemier. Naerliggende eksempler er epidemiene forarsaket
av Ebola- og Zika-virus, og hvor vaksineberedskapen har vart mangelfull.
Den storste trusselen er imidlertid faren for en verdensomspennende fug-
leinfluensa-pandemi, med en dedelighet som kan na 50 %.

Det er ikke bare ved infeksjonssykdommer vi trenger nye vaksiner.
Forskningsresultater publisert det siste aret har vist at det er mulig & lage
virksomme kreftvaksiner tilpasset hver enkelt pasient. Slike skreddersydde
kreftvaksiner vil kreve et effektivt vaksineformat, og hvor vaksinen kan
produseres raskt.

Subenhetsvaksiner er et attraktivt vaksineformat

De fleste effektive vaksiner bestéar i dag av hele det sykdomsfremkallende
smittestoffet, slik som for eksempel virus. I slike vaksiner er viruset enten
drept eller svekket for & unnga at vaksinasjonen i seg selv skal kunne for-
arsake sykdom. Slike vaksiner, og sarlig de som bestar av levende men
svekkede virus, har ofte evnen til a indusere kraftige, langvarige og be-
skyttende immunsvar. Ulempen er at selve produksjonen av slike vaksiner
kan medfoere fare siden man dyrker levende virus, og prosessen er veldig
tidkrevende. For vaksiner med svekket virus er det ogsé en liten mulighet
for at vaksineviruset kan gjenvinne sin evne til & fremkalle sykdom, sa denne
strategien er lite egnet for vaksiner mot farlige virus.

Ved subenhetsvaksiner, derimot, vil bare en liten del av viruset benyttes
i vaksinen, en sakalt subenhet. Som subenhet velges gjerne et protein som
det er mye av pa overflaten av viruset, eller et protein som er viktig for
virusets formering. Uansett er det viktig at man velger en subenhet som har
evnen til & indusere et beskyttende immunsvar mot det aktuelle viruset. Sub-
enhetsvaksiner har den fordelen at de er trygge bade nar det gjelder produk-
sjon og bruk, siden den lille virusbiten i seg selv ikke kan utgjere noen
smittefare. Ulempen er at subenhetsvaksiner ofte fremkaller kun svake
immunsvar sammenlignet med vaksiner basert pa et helt virus.

Subenhetsvaksiner kan leveres som DNA

Det er i hovedsak smittestoffets proteiner som fremkaller et immunsvar. Der-
for bestar en subenhetsvaksine gjerne av protein, slik som for eksempel
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Hepatitt B-vaksinen. Siden immunsvar utlast av subenhetsvaksiner er svake,
gis proteinvaksiner sammen med et adjuvans (hjelpestoff) som har som opp-
gave a forsterke immunsvaret. En utfordring med protein-subenhetsvaksiner
er a produsere tilstrekkelig store mengder protein.

Som alternativ kan man levere subenhetsvaksinen som en genomisk
vaksine, enten i form av RNA eller DNA. RNA tatt opp i celler hos det
vaksinerte individet vil direkte kode for vaksineproteinet, mens DNA vil
indirekte kode for protein via RNA. RNA-vaksiner har den fordelen at RNA
ikke kan integreres i det vaksinerte individets arvemateriale. En ulempe er
at RNA brytes ned relativt raskt. Dermed avsluttes ogsa proteinproduk-
sjonen, som blir relativt kortvarig. En annen ulempe er at RNA er et relativt
ustabilt molekyl, hvilket krever mer av bade produksjon og oppbevaring for
bruk.

DNA-vaksiner har den fordelen at DNA vil vere lenge til stede i cellen,
oversettes kontinuerlig til RNA, og dermed gi en langvarig proteinproduk-
sjon som kan vare opptil flere uker. En annen fordel er at DNA er sveert
stabilt, og dermed lett & produsere og oppbevare. Dette har en serlig stor
betydning for lavinntektsland i varmere strek, hvor en kuldekjede («cold
chainy) for oppbevaring av vaksiner er bade kostbart og praktisk vanskelig.
En tredje fordel med DNA er at man i laboratoriet enkelt kan endre hvilket
protein DNAet koder for. DNA-vaksiner har imidlertid en potensiell ulempe
ved at DNAet kan integreres i det vaksinerte individets arvemateriale. Seerlig
vil integrasjon i genomet til kjonnsceller vere uheldig da dette medferer
fare for overforing til avkom. Heldigvis har omfattende undersgkelser vist
at risikoen for integrasjon er liten, og DNA-vaksinasjon anses i dag som
trygt (Manam et al., 2000). Gitt DNAets mange fordeler vil den videre frem-
stillingen fokusere pa levering av subenhetsvaksiner i DNA-format.

DNA i virale vektorer versus nakent DNA (plasmider)

DNA kan leveres i virale vektorer, slik som for eksempel adenovirus-baserte
vektorer. Slike virale vektorer induserer som oftest kraftige immunsvar.
Imidlertid vil immunsystemet ogsa oppfatte selve den virale vektoren som
fremmed, og indusere et kraftig immunsvar mot de delene som egentlig bare
skulle serge for effektiv levering av selve vaksine-DNAet. Dette adelegger
muligheten for gjentatt vaksinering, siden immunsystemet ved neste gangs
vaksinasjon vil gjenkjenne den virale vektoren og eliminere denne for det
kan dannes immunsvar mot vaksine-DNAet (det vil si proteinet) som
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vektoren baerer. Dette ekskluderer ogsa at man kan benytte den samme virale
vektoren til & vaksinere mot ulike sykdommer.

DNA kan ogsé leveres som nakent DNA i form av sma sirkulaere DNA-
molekyler (plasmider), renset fra bakteriekulturer (Tang et al., 1992; Ulmer
et al., 1993). Fordelen med bruk av plasmider ved vaksinasjon er flere: (i)
Immunisering med plasmid-DNA anses som trygt (ii) Plasmider kan gis et
ubegrenset antall ganger da DNA i seg selv ikke induserer en immunrespons
(ii1) Det er raskt & lage nye konstruksjoner pé plasmidniva (iv) Det er lett &
skalere opp produksjonen av plasmider (v) Produksjonen av plasmider er
billig (vi) Plasmider er relativt resistente mot nedbrytning. Disse faktorene
(i-vi) gjor plasmid-DNA til et attraktivt vaksineformat. Dessverre har nakent
plasmid-DNA en stor ulempe: Immunsvarene som utleses er som regel
svake, spesielt i starre dyr og mennesker (Li et al., 2012).

Vaksinasjon med plasmid-DNA potensieres av elektroporering og
jet-levering

En strategi for 4 overkomme de svake immunsvarene har vert & gke antall
celler som tar opp plasmider ved vaksinasjon, og samtidig fa flere plasmider
inn i hver enkelt celle. Dette kan oppnas ved umiddelbart & gi en rekke svaert
kortvarige elektriske pulser til vevet hvor DNA er blitt injisert, det veere seg
hud eller tverrstripet muskulatur (Tollefsen et al., 2002). Denne prosedyren
heter elektroporering. De elektriske pulsene gjor at det dannes sma hull i
cellemembranen, noe som bedrer opptak av DNA i celler. Resultatet er at
flere celler tar opp flere plasmider, mer RNA og protein produseres, og
dermed forbedres immunsvaret. En annen strategi for ekt opptak av DNA
er innkapsling av plasmider i liposomer. En tredje strategi er sékalt jet-
levering hvor plasmider skytes inn i overflatisk beliggende hud eller mus-
kulatur med heyt trykk (Grodeland et al., 2016; Manam et al., 2000).
Sistnevnte teknikk er paradoksalt nok naermest smertefri og har klare for-
deler i storre dyr og mennesker (se senere).

Malstyring potensierer DNA-vaksiner
En ganske annerledes strategi for 4 eke immunsvaret utlost av nakent DNA

er & benytte malstyrte DNA-vaksiner. Denne typen DNA-vaksiner er blitt
utviklet i mitt laboratorium siden begynnelsen av 2002 (Fredriksen and
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Bogen, 2007; Fredriksen et al., 2006; Schjetne et al., 2007b). I tillegg til &
oke immunsvaret har denne teknologien muliggjort at den type immunsvar
som utleses kan styres i bestemte retninger, enten mot antistoffsvar eller T-
cellesvar (Grodeland et al., 2015). Malstyrte DNA-vaksiner kan med fordel
leveres med enten elektroporering (Fredriksen et al., 2006) eller jet-levering
(Grodeland et al., 2016) som begge styrker immunsvaret som utlgses.

Malstyring av antigen til :> ::: Antistoffgener levert til muskel
[ APC gker immunsvar gir antistoffproduksjon
Malstyrte DNA vaksiner i
antistoffbasert format

Figur 1. Malstyrte DNA vaksiner representerer syntese av to prinsipper. (i)
Malstyring av antigener til antigenpresenterende celler (APC) ved bruk av
antistoff-antigen konjugater oker immunsvar mot antigenet med en faktor
pd rundt 1000 (ii) Antistoffgener levert til tverrstripet muskulatur resulterer
i sekresjon av antistoffer. Man kan da kombinere (i) og (ii) ved d konstruere
DNA pa en slik mdte at celler som tar opp DNA vaksinen utskiller antistoff-
baserte vaksinemolekyler som mdlstyrer antigen til APC.

(1)  Det har vert kjent siden 1980-tallet at proteiner som malstyres mot
overflatemolekyler pa celletyper som igangsetter immunsvar [sakalte
antigen presenterende celler (APC)], forsterker immunsvaret be-
tydelig (Kawamura and Berzofsky, 1986; Snider and Segal, 1987).
(Antigen er et immunologisk begrep; antigen tilsvarer en subenhet av
et smittestoff, slik som et virus). Dette ble i tidlige forsek oppnadd
ved a kople antigen til malstyrende antistoff rettet mot APC. I senere
forsek har man satt antigen inn i malstyrende APC-spesifikke anti-
stoffer med bruk av genteknologi (Lunde et al., 1999).
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i)  DNA som koder for henholdsvis den lette og den tunge kjeden av et
monoklonalt antistoff kan injiseres (med elektroporering) i tverrstripet
muskulatur. Transfekterte muskelceller som har tatt opp DNA vil si
syntetisere monoklonale antistoffer som utskilles til ekstracellulaer
vaske. Dette ble forst vist av meg og medarbeidere i 2004 (Tjelle et
al., 2004). Det var da en naturlig tanke at malstyrte DN A-vaksiner
kunne leveres pa samme maéte. Min ide var altsé & vaksinere med
DNA som koder for mélstyrt vaksineprotein med evne til & oppseke
APC i det vaksinerte individet (Fig. 1 neste side).

Design av det malstyrte vaksinemolekylet. En bakgrunn.

Sammen med Inger Sandlie (Universitetet i Oslo) hadde forfatteren i 1999
utviklet sékalte Troybody molekyler (Lunde et al., 1999), tiltenkt vaksine-
formal. Et Troybody er et genmodifisert antistoff som er gjort malstyrende
og hvor korte sekvenser av antigen (antigene peptider, p) er satt inn i hale-
regionen av antistoffmolekylet. Nar et Troybody binder seg til APC vil de
bli tatt inn i cellen (endocyttert) og delvis nedbrutt, hvilket frigjer de innsatte
antigene peptidene. Disse kan sa binde seg til vevstypeantigener [Major His-
tocompatibility Complex (MHC) molekyler] av type Il i cellens endosomer.
Kompleksene av antigent peptid og MHC klasse II molekyl (p:MHCII)
fraktes sa ut pa overflaten av APC hvor de presenteres til T-celler av CD4*

typen.

Troybody formatet har imidlertid to store ulemper som vaksinemolekyl:

(i)  MHC-molekyler varierer i utstrakt grad mellom forskjellige individer
innen en art, og ulike MHC-molekyler binder og presenterer ulike
antigene peptider derivert fra ett og samme antigen. Derfor vil en
Troybody vaksine, med kun ett enkelt innsatt antigent peptid, bare
vere virksomt i den lille andelen av individer som har akkurat de
MHC-molekylene som passer som hand i hanske til det innsatte
antigene peptidet. Fordi en vaksine nedvendigvis ma virke i alle in-
divider innen en art for & vaere nyttig i vaksinesammenheng, var dette
et stort problem som matte loses.

(i)  Ved infeksjonssykdommer er antistoffer mot smittestoffet som regel
av storste viktighet. For & kunne indusere antistoffer ma antigenet ha
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en intakt tredimensjonal struktur. De korte antigene peptidene satt inn
i et Troybody molekyl er defekte i s& henseende.

En tredje drivkraft for & utvikle nye og bedre vaksinemolekyler var at jeg
under et forskningsopphold ved Stanford University i 1995/96 ble inspirert
av professor Ron Levy’s arbeid med idiotype-vaksinering. Idiotyper (Id) er
en betegnelse for antigene determinanter i de variable regionene av anti-
stoffer. Ved kreft i B-celler (eller plasmaceller) vil den ondartede klonen
produsere et ensartet (monoklonalt) antistoff med unike variable regionene
(Id); disse fungerer som et tumorspesifikt antigen pa de maligne B-cellene.
Ron Levy’s mél var derfor & vaksinere lymfekreftpasienter med deres eget
Id slik at pasientene utviklet anti-Id antistoffer rettet mot de ondartede B-
cellenes monoklonale antistoff. Hapet var at slike anti-Id antistoffer kunne
fore til utryddelse av kreftcellene. Jeg fikk da den tanke at hvis man kunne
malstyre lymfekreftpasientens V regioner (idiotype) til antigenpresenterende
celler ville dette kunne fore til gkt dannelse av anti-Id antistoffer.

Design av det malstyrte vaksinemolekylet. Den konkrete utformingen.

Spersmaélet var da om en ny molekylar design av vaksineproteinet kunne
tilfredsstille de to punktene (i-ii) beskrevet ovenfor. Forfatteren tok problem-
stillingen opp med Inger Sandlie, og etter overlegninger kom vi frem til en
antistoffbasert vaksinestruktur som vist i Fig. 2. Vaksinemolekylet er en
homodimer som bestar av to identiske kjeder. De midtre partiene av de to
kjedene blir holdt sammen av en dimeriseringsenhet som bestar av (i) et
immunglobulin domene (Cy;3) fra tungkjedens konstante region og (ii) en
forkortet immunglobulin hengsleregion. Dette motivet forérsaker en
dimerisering gjennom béde nonkovalente krefter (mellom C;;3 domene) og
kovalente krefter (disulfidbroer mellom hengsleregionene). I den amino-
terminale enden, oppstrems for dimeriseringsenheten, har kjedene en mal-
styrende enhet som kan binde overflatemolekyler pa antigenpresenterende
celler. Som malstyrende enhet benyttes gjerne de variable regionene fra et
APC-spesifikt monoklonalt antistoff, sydd sammen i et «single chain
Fragment variable» (scFv) format. Alternativt benyttes kjemokiner som
binder kjemokinreseptorer i celleoverflaten pA APC. I den karboksyterminale
enden nedstrems for dimeriseringsenheten har de to kjedene en antigen
enhet. De forste versjonene benyttet et tumorspesifikt antigen, neermere be-
stemt de variable regionene (Id) fra et monoklonalt antistoff produsert av
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en benmargskreft-cellelinje hos mus, sydd sammen i et scFv format. Slike
bivalente vaksinemolekyler fikk navnet Vaccibody fordi de hadde en rela-
sjon til bade vaksiner (vaccines) og antistoffer (antibodies). Betegnelsen
Vaccibody benyttes ikke bare for det malstyrte vaksineproteinet, men ogsa
for plasmid DNA som koder for vaksineproteinet.

Malstyrings-
enhet

Dimeriserings-

anhet
Antigen
enhet
B.
§5m1 IEsiW] Hindlll Sfil Sfil BamHI
VizAE 11l
PCMV L scFv eller ligand hinge C,3

- J >
Malstyring Dimerisering Antigen

Figur 2. Design av det malstyrte vaksinemolekylet (Vaccibody). A. Protein-
struktur. Vaksinemolekylet er en homodimer som bestdr av to identiske kjeder
som i de midtre deler holdes sammen av en dimeriseringsenhet. Denne en-
heten bestir av et humant 1gG3 Cy3 domene som dimeriserer med
hverandre gjennom nonkovalente krefter. 1 tillegg har dimeriseringsenheten
en forkortet IgG3-hengsleregion som muliggjor dannelse av disulfid-broer
mellom de to kjedene. I den ene (aminoterminale) enden har kjedene en mal-
styringsenhet. Denne kan bestda av Variable (V) regioner fra monoklonale
antistoffer (mAs) som er spesifikke for et overflatemolekyl pa APC. V
regionene fra henholdsvis lett og tung kjede av mAs blir sydd sammen i et
”single chain Fragment variable” (scFv) format. Alternativt kan mal-
styringsenheten besta av naturlige ligander, som for eksempel kjemokiner
som binder kjemokinreseptorer pa APC. I den andre (karboksyterminale)
enden har kjedene en antigen enhet som kan besta av et proteinantigen fra
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enten et smittestoff slik som virus, eller fra en kreftcelle. B. Del av et
Vaccibody DNA plasmid. Forskjellige genetiske elementer koder for de ulike
delene av Vaccibody-proteinet, slik som anvist. Viktige restriksjonsenzym-
seter er indikert. De ulike genetiske elementene kan lett byttes ut som i en
kassett-vektor. pCMV indikerer en Cytomegalovirus-promotor. L indiker en
ledersekvens.

Virkningsmekanismen til malstyrt DNA

Den postulerte virkningsmekanismen til Vaccibody-DNA er illustrert i Fig.
3 & 4. Nar Vaccibody-plasmider spraytes inn i hud (eller tverrstripet mus-
kulatur), sa vil DNA-transfekterte celler produsere proteinkjedene (Lovas
et al., 2014). Disse vil dimeriseres (pares) intracellulert (i endoplasmatisk
retikulum), og deretter utskilles som vaksineprotein til ekstracelluler vaeske.
Det malstyrte vaksineproteinet binder seg sé til APC av typen dendrittiske
celler (DC) i det lokale vevet. DC med bundet Vaccibody-protein dreneres
via afferente lymfekar til lymfeknuter hvor de setter i gang et immunsvar
mot antigenet (Fig. 2). Det er neppe slik at alle Vaccibody-proteiner kun
fraktes i cellebundet form til lymfeknuten. Vi tror at en del ogsa fraktes som
fritt, leselig protein i lymfevasken. De to mulighetene, frakt av Vaccibody-
protein i respektive cellebunden og fri loselig form, er ikke gjensidig ute-
lukkende. Snarere tror vi at begge mater av frakt finner sted, uten at vi har
eksperimentelle holdepunkter for dette.

Nar APC binder Vaccibody (via de malstyrende enhetene) vil det
endocytterte vaksineproteinet bli brutt ned i sma peptider. Antigene peptider
gér sa i kompleks med MHC klasse I og Il molekyler. Kompleksene fraktes
ut til overflaten hvor de kan gjenkjennes av antigen-spesifikke T-celler av
henholdsvis CD8* og CD4" typen. Dette vil fore til forsterkede T-celle svar
mot antigenet av to grunner (i) malstyring av vaksineproteinet gker kon-
sentrasjon av antigen i APC, dermed okes antall antigene peptider som
presenteres pa MHC molekyler, (ii) binding av Vaccibody-protein til cel-
leoverflate-molekyler aktiverer APC, og eker dermed deres evne til &
stimulere T-celler. Den APC-medierte antigene stimuleringen av T-celler
skjer i lymfeknuten, og mest sannsynlig i lymfeknutens paracortex hvor det
er flest T-celler.

Det er et vesentlig poeng at antigenet inkorporert i Vaccibody-proteinet
ber vere sé stort at det vil inneholde sekvenser som vil passe til ethvert
MHC-molekyl som uttrykkes innen en art. Sagt pad en annen mate, store
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antigener vil presenteres som p:MHC komplekser til T-celler i mer eller
mindre alle vaksinerte individer. Jo sterre antigenet er, jo flere sekvenser vil
presenteres av MHC molekyler pd overflaten av DC, og desto bedre blir T-
celle svaret pa vaksinasjonen.

En essensiell del av Vaccibody-strategien er at antigendelen binder B-
celle-reseptor (BCR) pa antigen-spesifikke B-celler. Dette er mulig fordi
antigenet som settes inn i Vaccibody-proteinet er sa stort at det vil ha en
intakt tredimensjonal struktur. Dette er en viktig forutsetning for a binde seg
til BCR, som ofte er spesifikk for struktur-avhengige antigene determinanter.
En mulig mekanisme for dette er at frie loselige vaksineproteiner kommer
via tilferende lymfe og binder seg til B-celler i lymfeknutens cortex (bark).
B-cellen vil ta opp vaksineproteinet ved BCR-mediert endocytose og delvis
degradere det til antigene peptider. Genererte p:MHCII komplekser fraktes
ut pa B-cellens overflate for stimulering av CD4 T-celler.

Antistoffsvaret mot vaksineproteinet er avhengig av et samarbeid mel-
lom antigen-reaktive CD4*T- og B-celler, og dermed en samlokalisasjon av
de to celletypene. Samarbeidet skjer sannsynligvis i lymfeknutens bark. En
betingelse for en slik samlokalisasjon er at T-cellene, som forst stimuleres
av APC dypt i lymfeknuten (paracortex), vandrer ut til barken. B-cellene pa
sin side er allerede lokalisert til barken hvor de med sin BCR binder laselig
Vaccibody-protein. Etter binding av Vaccibody-protein vil stimulerte B-
celler vandre ut av folliklene og mete T celler som har vandret ut fra
paracortex. Her vil B-cellene presentere antigent peptid pa sine MHCII
molekyler til antigen-reaktive CD4"* T-celler. De to celletypene vil gjensidig
stimulere hverandre, noe som forer til en kimsenter-reaksjon i barken med
dannelse av plasmaceller og hukommelses B-celler. Plasmaceller generert i
kimsentre vandrer til benmargen hvor de lever lenge og produserer stor
mengder av antigen-spesifikke antistoffer som sirkulerer i blod og som be-
skytter individet mot smittestoff. Hukommelses B-cellene lever lenge og
kan lettere stimuleres nér individet pa nytt eksponeres for smittestoff. Den
beskrevne mekanismen for gkte immunsvar er understottet av ikke-
publiserte observasjoner i mitt laboratorium (Tor Kristian Andersen et al.,
2019).

Scenariet som utpensles over er konsistent med en konvensjonell for-
staelse av samarbeidet mellom T- og B-celler. Imidlertid tyder upubliserte
forsek i Bogen-lab pa at den immun-potensierende effekten av malstyrte
Vaccibody-proteiner kanskje skyldes at APC, T- og B-celler danner tri-
celluleere komplekser med utstrakt synapsedannelse. Det vil ga for langt a
gd inn pa detaljene her.
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Vit Celler som har tatt :.c‘; ibody p;tuteln' APC n?c n;:ﬁ Vinctiticly
DMA (plasmid) opp DNA skiller ut bt niensbiolin stenuliarerT- ag -
som migrering til

Vaccibady proteiner celler

dranerende lymie knute

Fig. 3. Vaksinasjon med malstyrte DNA vaksiner (Vaccibody). DNA plasmider
blir injisert intradermalt eller intramuskulcert med elektroporering (hos storre
dyr og mennesker benyttes ndlefri jet-levering med hoyt trykk). Celler som
tar opp plasmider utskiller Vaccibody protein som binder seg til over-
Sflatemolekyler pa APC. APC med bundet Vaccibody drenerer til lymfeknuter
hvor de utloser et immunsvar ved d presentere antigenet til T- og B-celler.

- infeksigze sykdommer
- kreft

Fig. 4. Den cellulcere og molekyleere virkningsmekanismen til malstyrte DNA
vaksiner. Stimulering av immunsvar i lymfeknuten. A. Ndr et Vaccibody
protein binder et overflatemolekyl pa APC (slik som dendrittiske celler) vil
vaksineproteinet bli tatt inn i cellen ved endocytose og delvis nedbrytes til
korte antigene peptider (rade triangler og streker). Slike peptider kan binde



42  Det Norske Videnskaps-Akademi Arbok 2018

seg til Major Histocompatibility Complex (MHC) molekyler av henholdsvis
klasse I eller Il. Kompleksene fraktes sa ut til celleoverflaten hvor de
stimulerer henholdsvis CD8" og CD4" antigen-spesifikke T celler. CD8" T-
celler kan drepe virusinfiserte celler og kreftceller. CD4" T-celler kan hjelpe
B-celler. B. B-celler har en B-celle reseptor (BCR) som kan binde antigen-
enheten i Vaccibodyproteinet. Dette forer til endocytose og delvis nedbryt-
ning av antigenet til korte antigene peptider (rodt triangel) som kan binde
seg til MHC II molekyler. Kompleksene fraktes ut pd overflaten av B-cellen
hvor de kan stimulere CD4* T-celler (disse CD4™ T-cellene er sannsynlig
Jorst stimulert slik som vist i A., dette er indikert med den tykke sorte pilen).
De stimulerte CD4* T-cellene vil sa stimulere (hjelpe) B cellen slik som
indikert med fiolette stjerner. C. Stimulerte B-celler vil utvikle seg til plas-
maceller som utskiller store mengder antigen-spesifikke antistoffer. Anti-
stoffer, CD4* og CDS8" T-celler vil sammen kunne bekjempe infeksiose
sykdommer og muligens kreft.

De grunnleggende forsekene med malstyrte DNA vaksiner

Uttesting av Vaccibody levert som mélstyrende DNA-vaksine ble forst utfort
i mitt laboratorium av PhD-stipendiat Agnete B. Fredriksen. Forsgkene viste
at vaksinering med malstyrt Vaccibody-DNA i mus ga meget gode antistoff
og T-celle svar. Disse forsgkene benyttet tumorspesifikt antigen fra B-cel-
lesvulster (Idiotype i form av scFv, dvs V regionene til monoklonalt
immunglobulin). Vaksinerte mus var beskyttet mot kreftceller. Resultatene
ble publisert i 2006—7 (Fredriksen and Bogen, 2007; Fredriksen et al., 2006;
Schjetne et al., 2007a).

Siden har en lang rekke stipendiater, postdoktorer og forskere i Bogen-
lab arbeidet med videre utvikling av Vaccibody-formatet og med uttesting
som malstyrte DNA-vaksiner mot infeksjonssykdommer og kreft. Det vil ta
for lang tid & gé inn pa detaljer. Nedenfor vil noen hovedfunn gjengis.

De fleste antigener kan uttrykkes i malstyrte DNA Vaccibody-vaksiner

Dersom malstyrende DNA Vaccibody-vaksiner skal vaere en nyttig vaksine-
plattform ber de fleste protein antigener, derivert fra forskjellige infeksiose
agens og kreftceller, kunne settes inn i antigenenheten med bibehold av
antigenets tre-dimensjonale struktur, samt sekresjon fra DNA-transfekterte
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celler. Mer enn 50 forskjellige antigen-kodende nukleotidsekvenser er til
na satt inn i antigenenheten. Resultatene har vert overveiende vellykket ut
fra folgende kriterier: (i) Etter transfeksjon av celler in vitro med Vaccibody-
plasmider utskiller transfekterte celler Vaccibody-proteiner i de aller fleste
av tilfellene (ii) Bedemt ut i fra sterrelse og karakterisering med mono-
klonale antistoffer ser de utskilte Vaccibody-proteinene ut til & ha forventet
struktur (iii) Etter vaksinasjon med Vaccibody-plasmider produserer de
immuniserte musene antistoffer som binder antigenet, hvilket indikerer at
struktur av antigenet er konservert i vaksineproteinet som skilles ut av trans-
fekterte celler in vivo. Selv store proteiner opp til 523 aminosyrer (in-
fluensavirus hemagglutinin) uttrykkes. Ingen eovre grense er etablert
(Andersen et al., 2017; Anderson et al., 2018; Baranowska et al., 2015; Fos-
sum et al., 2015; Fredriksen et al., 2006; Froyland et al., 2011; Grodeland et
al., 2016; Grodeland et al., 2013a; Gudjonsson et al., 2017; Lovas et al.,
2014; Oynebraten et al., 2014; Oynebraten et al., 2012; Ruffini et al., 2014).

Et stort antall forskjellige malstyringsenheter kan uttrykkes i DNA
Vaccibody-vaksiner

Malstyringsenhetene har veert av to typer: (i) scFv derivert fra monoklonale
antistoffer med definert spesifisitet for overflatemolekyler pd APC(Fred-
riksen et al., 2006; Grodeland et al., 2016; Schjetne et al., 2007a; Tunheim
et al., 2007) (ii) Naturlige ligander med spesifisitet for overflatemolekyler
pa APC. Blant disse er kjemokiner, som binder kjemokinreseptor pa APC,
serlig blitt brukt (Ardouin et al., 2016; Braathen et al., 2018; Crozat et al.,
2011; Deloizy et al., 2016; Deloizy et al., 2017; Dutertre et al., 2014; Fossum
et al., 2015; Fredriksen and Bogen, 2007; Grodeland et al., 2015; Gudjons-
son et al., 2017; Guilliams et al., 2016; Ruffini et al., 2010; Terhorst et al.,
2015; Zhou et al., 2016). Mer enn 20 malstyringsenheter har vert satt inn,
stort sett uten problemer. Som en generell regel gir ikke scFv malstyrings-
enheter noen aktivering av APC da mAb hvorfra scFv er derivert som regel
er antagonistiske og dermed ikke signalerer celler. Kjemokiner, derimot,
virker ofte aktiverende pa APC og induserer kjemotakse av disse.

Malstyring potensierer DNA vaksiner

I vare immuniseringsforsek sammenlignes malstyrt DNA Vaccibody med en
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ikke malstyrt versjon — for @vrig er de to versjonene identiske. En strategi for
a oppheve mélstyring er a innfore gdeleggende mutasjoner i malstyringsenheten
slik at denne ikke lenger kan binde APC (Fossum et al., 2015; Fredriksen and
Bogen, 2007). En annen strategi er & benytte en malstyringsekvivalent som
ikke har evnen til & binde APC [til dette formalet benytter vi et scFv som binder
et lavmolekylert hapten (NIP) som ikke finnes i kroppen (Fredriksen et al.,
2006)]. Et stort antall publiserte forsek har vist at malstyring av DNA-vaksiner
1 Vaccibody-format gker immunsvarene mot antigener, antistoffsvar sa vel som
T-cellesvar, med ekt beskyttelse mot influensavirus og kreftceller som resultat
(Anderson et al., 2018; Fossum et al., 2015; Fredriksen and Bogen, 2007; Fred-
riksen et al., 2006; Grodeland et al., 2016; Grodeland et al., 2013a; Schjetne et
al., 2007a).

Hvilket immunsvar som utleses kan skreddersys ved hjelp av ulike mal-
styringsenheter

Ved infeksjonssykdommer er antistoffer av sarlig stor betydning for be-
skyttelse. For eliminering av kreftceller ser det derimot ut til at T-celler
spiller en sarlig stor rolle. Det er derfor viktig & kunne manipulere hva slags
type immunsvar som utleses. Det har vist seg at vi kan oppnd en polarisering
mot henholdsvis antistoffsvar eller T-cellesvar ved a endre malstyrings-
enheten (Grodeland et al., 2015).

Flere typer kjemokiner gir spesielt gode T-celleresponser av typen CD8*
T-celler og Th1- celler (en undergruppe av CD4" T-celler); slike T-celler har
serlig stor betydning ved bekjempelse av kreft og enkelte typer virusinfek-
sjoner. Kjemokinene MIP-1a (CCL3) (Baranowska et al., 2015; Fredriksen
and Bogen, 2007; Ruffini et al., 2010) og Xcll (Fossum et al., 2015;
Gudjonsson et al., 2017) har vist seg sarlig lovende. MIP-1a (CCL3) binder
flere kjemokinreseptorer (CCR1,3,5) som uttrykkes relativt bredt pa for-
skjellige APC celletyper. Bruk av Xcll har et klart rasjonale da Xcll
selektivt binder kjemokinreseptoren Xcrl som er selektivt uttrykt pa kryss-
presenterende DC, kjent for sin evne til & utlese nettopp CD8/Th1 svar.

Andre mélstyringsenheter er serlig potente til & utlgse antistoffsvar. Den
beste malstyringsenheten vi hittil har funnet for dette formalet er MHC
klasse Il molekyler, som er relativt hayt uttrykt pa en rekke forskjellige typer
APC. Denne malstyringsenheten er derfor et naturlig valg for & oppna
steriliserende antistoffer for eksempel mot influensavirus (Andersen et al.,
2017; Anderson et al., 2018; Grodeland et al., 2016; Grodeland et al., 2013b)
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(Braathen et al., 2018). Den nest beste malstyringsenheten for induksjon av
antistoffer vi s& langt har funnet er CD11c¢ uttrykt pa DC av bade typen cDC1
og cDC2 (Braathen et al., 2018).

Det ber understrekes at den polariserende effekten pé type immunsvar
ikke er absolutt. De fleste malstyringsenheter utlgser bade antistoffer og T-
celler, men balansen mellom de to er klart forskjellig (Grodeland et al.,
2015).

Bivalens av vaksinemolekylet er viktig for induksjon av antistoffer

Som nevnt over bestar Vaccibody-molekylet av to identiske kjeder bundet
til hverandre gjennom et dimeriseringsmotiv. Dette gjor molekylet bivalent
med hensyn til bade malstyringsenheten og antigenet. Betydningen av biva-
lens for mastyringsenheten er fortsatt ikke fullstendig utforsket, men synes
liten (Spang et al., 2012). Nér det gjelder bivalens av antigenet i Vaccibody-
proteinet ser dette ut til & spille en stor rolle for induksjon av antistoffer
(Fredriksen and Bogen, 2007). Faktisk ser bivalens av antigen ut til & spille
en storre rolle enn malstyring for nivaer av antistoffer, men de to faktorene
har en klart synergistisk effekt (Hinke et al., upublisert).

Forlenget tilstedeveerelse av vaksineprotein pa overflaten av APC eker
antistoffsvaret

Ved & benytte malstyringsenheter som binder overflatemolekyler pad APC,
men som ikke blir endocyttert, har vi vist at nar det malstyrte vaksine-
molekylet forblir pa overflaten av cellen oppnés et forsterket antistoffsvar
(Gudjonsson et al., 2017). Dette funnet er blitt viderefort ved & innfore sub-
tile endringer i malstyringsenheten, som forer til redusert endocytose av
Vaccibody-proteinet og bedre antistoffsvar (Gudjonsson et al, upublisert).

En hypotese: Mélstyrte vaksineproteiner styrker antistoffsvar ved &
fremme synapsedannelse mellom APC og antigen-spesifikke B-celler

Tre faktorer, malstyring, bivalens og forlenget tilstedeverelse pa overflaten
av APC, bidrar alle til forbedrede antistoffresponser. Dette har ledet meg og
medarbeidere til & fremsette en hypotese om at malstyrte DN A-vaksiner for-
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bedrer antistoffsvar ved at vaksineproteinet danner en bro mellom mal-
strukturer pd APC- og B-celle reseptor, det vil si at det dannes en synapse
mellom APC- og B-celler (Fredriksen et al., 2012; Gudjonsson et al., 2017).
Bivalens av antigenet i vaksineproteinet er viktig fordi det tillater at to BCR
pa den antigen-spesifikke B cellen kan kryssbindes. Dette gir trolig et okt
signal til B-cellen, okt dannelse av plasmaceller, og dermed ekt produksjon
av antigen-spesifikke antistoffer.

Malstyrte DNA vaksiner gir en gkt kimsenterreaksjon

Det er velkjent at kimsenterreaksjonen ligger til grunn for gkt produksjon
av IgG antistoffer med okt binding til antigen og effektive biologiske ef-
fektorfunksjoner slik som komplementaktivering og okt fagocytose. Det er
akkurat denne type antistoffer man ensker & utlese ved vaksinasjon. Under
pagaende arbeider har vi né direkte vist at bivalente malstyrte DNA-vaksiner
har evnen til & oke kimsenterreaksjonen bade nar det gjelder rask induksjon
og starrelse pa reaksjonen. Saledes vil malstyring mot MHC klasse 11
molekyler gke antall kimsenter B-celler, follikulaere T-hjelperceller, plas-
maceller, og nivéet av antistoffer med evne til sterk binding til antigenet (okt
affinitet) (Andersen et al., 2019).

Malstyrte DNA vaksiner forbedrer immunsvar i sterre dyr

Problemet med DNA-vaksinasjon er at lovende forsek i mus har vart vans-
kelige & reprodusere i storre dyr og mennesker. Immunsvarene har rett og
slett veert svake. Det har veert vart hap at malstyrt DNA-vaksinasjon kanskje
kunne bete pa dette problemet. For a teste dette ut laget Grodeland og Fred-
riksen 1 mitt laboratorium en malstyringsenhet som binder nesten alle MHC
klasse I molekyler hos mennesket (ogsa kalt HLA klasse II). Malstyrings-
enheten er et scFv fra et monoklonalt museantistoff som binder nar sagt alle
utgaver av HLA klasse II molekyler innen menneskearten (det monoklonale
antistoffet er en gave fra Steinar Funderud, Oslo Universitetssykehus). Det
faktum at denne panHLAII-spesifikke malstyringsenheten binder de fleste
HLA klasse Il molekyler er saerdeles viktig da en malstyrt DNA vaksine ma
fungere 1 alle individer. Videre forsek har vist, overraskende nok, at den
panHLAII-spesifikke malstyringsenheten er i stand til & binde MHC klasse
I molekyler fra en rekke arter. Vi kunne derfor teste ut DNA-vaksiner utstyrt



Malstyrte DNA-vaksiner mot infeksjonssykdommer og kreft 47

med denne malstyringsenheten i flere storre dyrearter. Resultatene viser at
Vaccibody-DNA med anti-panHLAII malstyringsenhet forbedrer antistoffs-
var i bade ildere og gris (Grodeland et al., 2016), og bade antistoff og T-cel-
lesvar i rhesus macaque aper (Mooij, Grodeland et al., 2019).

Malstyrte DNA-vaksiner i mennesker

Pé grunnlag av de ovenfor beskrevne resultater har KG Jebsen Centre for
Influenza Vaccine Research (hvor forfatteren er leder) pabegynt planlegging
av en fase I studie ved Oslo Universitetssykehus, med mulig oppstart innen
2019. Frivillige forsekspersoner vil DNA-vaksineres med en panHLAII-
malstyrt fugleinfluensavaksine.

Influensa som infeksjonsmodell for mélstyrte Vaccibody DNA-vaksiner

Vi har av flere grunner valgt influensa som infeksjonsmodell for malstyrte
Vaccibody DNA-vaksiner. For det forste er en fugleinfluensapandemi en
reell trussel med en mulig dedelighet pa opp mot 50 %. Produksjon av
henseegg-baserte inaktiverte fugleinfluensavirusvaksiner vil ta minst seks
maneder, og vil ikke engang i teorien kunne gi tilstrekkelig med vaksiner
for hele jordens befolkning. Videre vil antivirale midler trolig ha en be-
grenset effekt ved en fugleinfluensaepidemi. Gode vaksinealternativer er
derfor viktig. Malstyrte DNA-vaksiner kan ha en misjon i en slik kritisk
situasjon, siden en vaksine kan konstrueres og produseres relativt raskt,
sannsynligvis innen to—tre maneder. Under den meksikanske svineinfluensa-
pandemien i1 2009 produserte og testet Grodeland i Bogen-lab en vaksine i
lopet av fem uker. Denne vaksinen beskyttet vaksinerte mus mot svinein-
fluensa-viruset (Grodeland et al., 2013a). Vi har senere vist at en lignende
hemagglutinin-basert DNA-vaksine mélstyrt mot MHC klasse II kan be-
skytte mot fugleinfluensa av type H7 (Andersen et al., 2017). Som nevnt
over er en fase | studie planlagt ved Ulleval Universitetssykehus for uttesting
av en malstyrt DNA-vaksine for fugleinfluensa i friske forsekspersoner.
For det andre er det behov for & utvikle en vaksine som kan beskytte
mot vanlig sesonginfluensa, ar etter ar. En slik vaksine kalles en universell
influensavaksine. Problemet ved sesonginfluensa er at influensavirus, som
er et RNA-virus, muterer meget raskt. Virus som forarsaker dette arets in-
fluensaepidemi vil derfor ikke affiseres av immunsvar utlest av fjorarets
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vaksine. Nye influensavirus vil derfor kunne forarsake sykdom. En stor ut-
fordring er ogsé at produksjonstiden til dagens vaksiner gjor at man allerede
aret for ma foreta en kvalifisert gjetning av hvilke virus som skal inkluderes
ineste ars vaksine. Den kvalifiserte gjetningen er basert pa enorme mengder
data, innhentet fra hele verden, over hvilke influensatyper som sirkulerer.
Men det er likevel vanskelig 4 alltid treffe riktig valg. Senest i1 2017 gjorde
man en skikkelig bom i s& henseende, og vaksinene brukt i Norge var bare
rundt 30 % virksomme. Forskere i Bogen-lab har angrepet problemet ved &
lage en blanding av malstyrte DNA-vaksiner med seks ulike hem-
agglutininer fra forskjellige influensavirus. Resultatet etter immunisering av
mus med blandingen er lovende (Anderson et al., 2018), og ytterligere hem-
agglutininer fra andre influensavirusstammer vil na inkluderes i vaksinen.

Individbaserte malstyrte Vaccibody-DNA vaksiner mot kreft

Vaccibody-teknologien er patentert (oppfinnere: Agnete Fredriksen, Inger
Sandlie og Bjarne Bogen), og et selskap, Vaccibody AS, ble etablert i 2007.
Agnete Fredriksen, en tidligere PhD-stipendiat og postdoktor i Bogen-lab,
er vitenskapelig leder av selskapet. Vaccibody AS har utviklet en terapeutisk
DNA-vaksine mot forstadier av livmorhalskreft forarsaket av det vanligste
papillomviruset, HPV16. To kreftfremkallende virale proteiner, E6 og E7,
blir malstyrt med bruk av humant MIP-1a et Vaccibody DNA format. DNA-
vaksinen injiseres intramuskulert med jet-levering (Pharmajet). En fase |
studie er gjennomfert i Tyskland pa kvinner med forstadier til livmorhals-
kreft, klassifisert som CIN2/3. Vaksinasjonen har vist seg 4 vare skansom
og uten farlige bivirkninger. Immunsvarene (T-celler) var gode, og lesjonene
i livmorhalsen regredierte i alle de seks kvinnene som gjennomferte behand-
lingen og kontroller. Basert pa disse lovende resultatene er et fase Ila stu-
dium na igangsatt (http://www.vaccibody.com/).

I tillegg til vaksinen mot HPV, utvikler Vaccibody-selskapet ogsa en in-
dividbasert kreftvaksine. Basert pa helgenom-sekvensering av pasienten og
eksom-sekvensering av kreftcellene, kan kreft-spesifikke mutasjoner
kartlegges. Man undersoker s& om disse muterte sekvensene uttrykkes i
proteiner, og om sekvensene binder seg til pasientens HLA klasse I og klasse
I molekyler. Muterte sekvenser som oppfyller disse kriteriene settes inn i
antigenenheten i Vaccibody-formatet som perler pa en snor. Man kan sette
inn opp til 20 korte peptider, med koplingssekvenser («linkere») i mellom.
Grunnen til at man setter inn korte peptider og ikke hele antigener er at man
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ved kreft kun er interessert i a utlose T-celle svar og ikke antistoffer. En fase
I studie blir nd initiert i Tyskland (http://www.vaccibody.com/).
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