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Terapeutisk vaccinering skulle kunna
vara ett alternativ till behandling med
monoklonala antikroppar vid cancer

och inflammatoriska sjukdomar. "For

att kringga immunforsvaret riktar vi im-
munterapin mot tumadrens blodkarl. Nu
har vi fatt lovande resultat med anvand-
ningen av ett nytt, milt men effektivt ad-
juvans som ar godtagbart for klinisk an-
vandning. Det bor avsevart kunna bidra
till utvecklingen av terapeutiska vacciner
riktade mot kroppsegna malmolekyler"
sager Anna-Karin Olsson, docent vid
Inst. for Medicinsk Biokemi and Mikro-
biologi (IMBIM), Uppsala Biomedicinska
Center (BMC).

n av de stora framgdngarna inom human- och veteri-
nirmedicin under de senaste 100-150 dren dr vacciner
mot infektionssjukdomar. Vaccin har tillsammans med
antibiotika sannolikt varit medicinens mest framgéngsrika
verktyg for minniskors och sillskapsdjurs hilsa. Breda vac-
cinationsprogram har hjilpt till att praktiskt taget utrota in-
validiserande och livshotande tillstdnd som polio, difteri och
smittkoppor. Framgdngen med vacciner har dkat intresset for
att anvinda dessa dven for behandling av icke-smittsamma
sjukdomar som allergier, autoimmunitet och cancer.
Utveckling av vaccin mot icke-infektiosa sjukdomar ir
emellertid betydligt mer utmanande, eftersom malmolekylen
oftast ir kroppsegen (ett sjilv-antigen).
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Det innebir att tumorceller har utvecklat strategier for att

undkomma kroppens immunsystem. Man méste ddrfor hitta
sitt att kringgd immunsystemets tolerans for att skapa ett
immunsvar mot malmolekylen. Proteiner som istdllet ut-
trycks av tumorens blodkirl kan dirfor erbjuda intressanta
alternativ for riktad behandling.

For att uppna ett anti-sjilv svar behovs en effektiv immu-
niseringsstrategi samt ett effektivt och sikert adjuvans. Hit-
tills har detta inte funnits.

En annan viktig aspekt idr att malmolekylen har ett sjuk-
domsspecifikt uttrycksmonster, vilket sikerstiller att immun-
svaret inte ger odnskade biverkningar. Dessa aspekter ligger
extra krav pd ett terapeutiskt vaccin for icke-smittsamma




sjukdomar, jimfort med de profylaktiska vacciner som de

flesta av oss har fatt i barndomen.

TERAPI RIKTAD MOT TUMORENS BLODKARL

Utvecklingen av cancervacciner har hittills inte varit tillrdck-
ligt framgdngsrik for att etablera dem som en standardbehand-
ling i kliniken. Ett undantag ir de vacciner (Cervarix, Garda-
sil) som skyddar mot infektion av vissa typer av humant pa-
pillomvirus (HPV). Eftersom HPV-proteiner kan inducera
cervixcancer, ger vaccinet ett skydd mot denna tcumértyp. De
flesta cancerformer har dock ingen tydlig koppling till en in-
fektion och ir dirfor ingen lict méltavla f6r vaccination.

Anledningarna till att det dr svirt att utveckla effektiva
cancervacciner ir alltsd mdnga. Som diskuterats ovan ir de
molekyler som ir involverade i utveckling av cancer i huvud-
sak sjilv-antigener. Det ir vil etablerat att dven enstaka
punktmutationer i viktiga proteiner kan generera kraftfulla
onkogener. Dessa smd modifieringar kinns inte alltid igen av
immunsystemet som frimmande.

Tumorceller har utvecklat ett antal olika strategier for att
undkomma igenkdnning, samt for att undertrycka immun-
systemet.

Ett alternativt tillvigagingssitt ir dirfor att rikta immun-
terapin mot tumérens blodkirl, eftersom cumérens tillvixe
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ir beroende av dessa. Endotelcellerna som bygger upp blod-
kirlen dr dessutom mer genetiske stabila in tumércellerna och
har inte utvecklat samma strategier for att gémma sig for
immunsystemet. En annan fordel dr att blodkirlen ar liteill-
gingliga for de immunceller och antikroppar som finns i cir-
kulationen. Det har uppskattats att en enda endotelcell stoder
cirka 100 tuméreceller, varfor det finns en potentiell forstirk-
ning av effekten genom att rikta immunsvaret mot tumor-
kirlen. Slutligen, det breda uttrycksmonstret av vissa tumér-
kirls-antigener gor det ocksd majligt att anvinda samma stra-
tegi for behandling av manga olika tumértyper'.

ATT KRINGGA IMMUNOLOGISK TOLERANS

B- och T-celler som utgor det adaptiva immunsystemet ir
utbildade for att inte angripa vdvnader i vira egna kroppar.
Bortsortering av autoreaktiva T-celler sker i tymus under ut-
vecklingen. Epitelcellerna i tymus presenterar dé sjilv-antigen
for de T-celler som bildas. Transkriptionsfaktorn AIRE spelar
en avgorande roll i denna process och slir pd uttryck av sjilv-
antigener som normalt inte uttrycks i tymus, eller forst se-
nare i livet, for atc mojliggora ett negativt urval av auto-re-
aktiva T-celler. Den centrala roll AIRE spelar i processen il-
lustreras av det faktum att avsaknad av denna transkriptions-
faktor resulterar i svira problem med autoimmunitet®. Auto-
reaktiva T-celler som av nigon anledning undgir negativ
selektion i benmirgen hills i ett inaktivt tillstdnd med hjilp
av perifera toleransmekanismer sdsom reglerande T-, B- eller
myeloida celler och/eller brist pa co-stimulerande aktiverings-
signaler.

B-celler som visar stark affinitet fér membranbundna sjilv-
antigener i benmirgen under utvecklingen far signalen att gd
i apoptos, om inte deras specificitet kan forindras genom si
kallad "receptor-editering". En betydande del av de autoreak-
tiva B-celler som bildas i benmirgen slipps dock ut i cirku-
lationen. Dessa celler utgér inte ett problem for individen,
eftersom de hdlls inaktiva via toleransmekanismer i periferin
(utanfér benmirgen).

Dessa mekanismer inkluderar brist pd aktiveringshjilp
fran autoreaktiva T-celler, eftersom dessa sorterats bort i ty-
mus. Hjilp frén T-celler krivs for aktivering, klonal expan-
sion och antikroppsproduktion av B-cellerna. Dessutom fér
B-cellen en signal for inaktivering nidr den méter sitt antigen
utan samtidig hjilp frin T-cellerna. Under hela vuxenlivet,
kan nya specificiteter hos B-cellerna bildas (inklusive anti-
sjilv reaktivitet) genom somatisk hypermutation, som iger
rum i germinalcentra i perifera lymfoida organ. Detta illus-
trerar beroendet av perifera toleransmekanismer for att hilla
autoreaktiva B-celler inaktiva och dirmed férhindra autoim-
munitet.

Nirvaron av en relativt stor repertoar av autoreaktiva B-
celler i vara kroppar kan utnyttjas for terapeutisk vaccination.
Det dr mdjligt att kringgd den perifera B-cellstoleransen och
inducera ett antikroppssvar mot ett sjilv-antigen genom att
anvinda sig av fusionsproteiner som bestdr av en frimmande
(icke-sjilv) del fuserad till det sjilv-protein man vill skapa
immunsvaret mot. Dessa fusionsproteiner kommer att "lura"
T-celler att ge aktiveringshjilp till de autoreaktiva B-celler
med specificitet mot sjilv-delen i fusionsproteinet’ (Figur 1).
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Figur 1. Fusionsproteinet tas upp av antigenpresenterande celler', och peptider fran bade icke-sjélv och sjalv-delen av fusionsproteinet presenteras
pa MHC klass II. De frammande peptiderna kdnns igen av T-celler, vilket leder till expansion av den aktiverade T-cellen?. Sjalv-peptiderna kanns inte
igen av T-celler, eftersom autoreaktiva T-celler sorterats bort i tymus under utvecklingen. Daremot finns alltid autoreaktiva B-celler ndrvarande i
kroppen. Dessa kommer selektivt att ta upp fusionsproteinet via sin B-cellsreceptor (IgM) och déarefter presentera bade sjalv- och icke-sjélv peptider
pa MHC klass II. De frammande peptider som presenteras av auto-reaktiva B-celler kinns nu igen av de aktiverade T-cellerna’, som dérmed aktiverar
de autoreaktiva B-cellerna att expandera, producera antikroppar mot méalmolekylen* och dédrmed initiera ett immunsvar mot vdvnaden som
uttrycker malmolekylen.
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I prekliniska modeller har denna teknik anvints framgangs-
rikt for att bryta tolerans mot sjilv-antigener sdsom IgE, IL-5,
TNE-0. och HER 2’ och kliniska provningar har inletts {or
vaccination mot IgE (allergi), TNF-0 (reumatoid artrit), och
HER?2 (bréstcancer). Det immunsvar som skapas med denna
strategi dr reversibelt (dvs antikropparna forsvinner med ti-
den)’, vilket ir fordel om biverkningar skulle upptickas.

”Utveckling av vaccin mot
icke-infektiosa sjukdomar
ar emellertid betydligt mer
utmanande, eftersom mal-
molekylen oftast ar kropps-
egen (ett sjalv-antigen).”

EXTRA DOMAN-A OCH -B HOS FIBRONEKTIN SOM MAL-
MOLEKYLER | TUMORKARL

Ett litet antal molekyler har hittills identifierats som uttrycks
specifikt av tumérkirl i den vuxne individen, antingen av
endotelcellerna, pericyter eller av den omgivande extracellu-
lira matrixen’. Avsaknaden av uttryck av dessa molekyler i
frisk vivnad gor dem hégintressanta for riktade cancertera-
pier. Tva exempel pd dessa tcumorkirlsmarkorer dr extra do-
min-A och -B (ED-A och ED-B) hos fibronektin som uttrycks
genom alternativ splicing vid bildandet av ett kirlsystem i
embryot, men direfter i huvudsak inte kan upptickas alls
under normala férhillanden i den vuxna individen. Dessa
domiiner uttrycks emellertid pd nytt i sicuationer med kirl-
nybildning, sdsom sdrlikning och tumortillvixt’. Fibronektin
utgor en central del av det vaskulira basalmembranet®. Pre-
kliniska studier i murina tumérmodeller med olika radio-
mirkta eller cytokin-kopplade monoklonala antikroppar rik-
tade mot ED-A och ED-B visar en hig selektivitet for tumor-
kirl och imponerande terapeutiska svar, vilket stirker moj-
ligheten att kunna genomfora vaccination mot samma anti-
gener’.

Genom att immunisera mdss med ett fusionsprotein som
bestdr av det bakteriella proteinet tioredoxin (TRX) och
ED-B har vi visat att det d4r majligt att kringga tolerans mot
ED-B och inducera ett starkt antikroppssvar mot ED-B. Im-
muniserade méss visade en minskning av tumdrstorlek med
70% och nedsatt funktion hos tumérkirlen jimfore med kon-
troll-immuniserade moss utan anti-ED-B-antikroppar®. His-
tologisk analys av tumérvivnaden visade att immunisering
mot ED-B framkallar flera forindringar som tyder pd en at-
tack av immunsystemet. Ect viktigt fynd var att sdrlikning
inte paverkades av anti-ED-B immunisering.

DEN KLINISKA SITUATIONEN
Aven om dessa resultat utgor ett viktigt bevis for att tumor-
tillvixt kan begrinsas genom att inducera ett immunsvar mot

dess kirl, kommer den kliniska situationen vara annorlunda.

I ED-B studien skapade vi ett immunsvar innan tumor-
tillvixten startades. I verkligheten kommer patienter som re-
dan diagnostiserats med cancer, eller metastaser, att vara i
behov av en effektiv behandling. Det var dirfor mycket vik-
tigt att undersoka om tillvixten av redan etablerade tumorer
kan begrinsas med denna metod.

Av den anledningen anvinde vi oss av en musmodell for
metastaserande brostcancer och startade ett immunsvar mot
ED-A (som uttrycks hogt i brostcancer) nir tumérerna redan
var tydligt etablerade. Vi fann att vaccinet himmade tillvix-
ten av brosttumdrerna och gav en minskning av mingden
metastaser med 80 procent, vilket ir ett viktigt fynd med
tanke pd att en majoritet av alla cancer-relaterade dodsfall
orsakas av tumérer som spridit sig i kroppen’.

En viktig aspekt av denna studie ir att vaccinationsstrate-
gin vi anvint oss av inte idr forebyggande utan terapeutisk.
Immuniteten skapas nir tumdren redan bildats, ett scenario
som efterliknar den kliniska situationen bittre in forebyg-
gande vaccinering.

Dessa studier tyder pd att terapeutisk vaccination mot tu-
morkirlsantigen skulle kunna erbjuda en ny och kraftfull
behandlingsstrategi for solida tumdrer och metastaserande
cancer. Jimfore med behandling som baseras pd monoklo-
nala antikroppar dr terapeutisk vaccinering dessutom ett kost-
nadseffektivt alternativ, vilket diskuteras lingre fram i arti-
keln.

DEN CENTRALA ROLLEN AV ADJUVANS
Trots flera mycket lovande prekliniska studier har utveck-
lingen av cancervacciner hittills inte varit tillrickligt fram-
géngsrik for att etablera dessa likemedel som en standardbe-
handling pé kliniken. En viktig orsak till frinvaron av tera-
peutiska vacciner som riktar sig mot sjilv-molekyler i klini-
ken, ir bristen pé effektiva, men samtidigt sidkra och biolo-
giskt nedbrytbara adjuvans for anvindning i minniskor. De
flesta prekliniska studier utférs med Freunds kompletta och
inkompletta adjuvans, vilket dr en mycket kraftfull men ock-
sd relativt irriterande adjuvans. P4 grund av dess innehdll av
mineralolja och avdédade mycobaterier dr Freunds inte god-
kind for klinisk anvindning.

Vi genomférde dirfor en stor screen i syfte att identifiera
ett mildare adjuvans som skulle kunna stddja ett antikropps-

1. Olika immunstimulerande

svar mot ett kroppseget protein
foreningar adderades till det skvalen-baserade adjuvanset
Montanide ISA 720 (MN720). Skvalen ir en fettmolekyl och
utgor en byggsten for kolesterol. Nivderna av anti-sjilv anti-
kroppar i nirvaro av MN720 i kombination med de olika
immunostimulerarna jimfordes med de antikroppsnivder som
inducerades i ndrvaro av Freunds.

Tva olika enkelstringade CpG DNA-oligonukleotider in-
gick i screenen och visade sig vara lika potenta som Freunds
med avseende pa produktion av anti-sjilv antikroppar. Dir-
efter gjordes en detaljerad jimforelse av det immunsvar som
skapades mot ED-B med hyjilp av adjuvanset MN720/CpG,
med svaret som framkallades i nirvaro av Freunds adjuvans
"1 flera av de aspekter som analyserades (antikroppsnivaer
och variation i svaret, affinitet hos antikropparna och hur
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snabbt immunsvaret startade), visade sig MN720/CpG ha
bittre egenskaper dn Freunds, som allmint anses som det
mest potenta adjuvans vi kdnner'.

Dessa fynd bor avsevirt bidra till utvecklingen av terapeu-
tiska vacciner riktade mot sjilv-antigener.

KOSTNADSEFFEKTIVT ALTERNATIV

Terapier baserade pd anvindandet av monoklonala antikrop-
par har gjort ett viktigt bidrag till nuvarande behandlings-
strategier for cancer och autoimmuna sjukdomar. Men kost-
naden for dessa nya likemedel innebir en betydande belast-
ning pd vardekonomin, vilket resulterar i begrinsad tillgdng
for patienter. Som ett exempel kan behandling med anti-
VEGF-antikroppen bevacizumab (Avastin) kosta upp till 50
000 kr per ménad?. Dessutom pagér diskussioner om hur
man ska ta dessa kostnader i beaktande vid utformningen av
kliniska provningar. Detta stdr i kontrast till tanken att kli-
niska provningar bor utformas endast pd kliniska grunder.
Baserat pd dessa incitament dr det hogst relevant act under-
soka potentialen hos alternativa terapier som ger likvirdig
klinisk effekt, men till en ldgre kostnad. Terapeutisk vaccina-
tion, definierad som induktion av ett kroppseget antikropps-
svar, skulle kunna vara ett sddant alternativ. Medan anti-
kroppsbaserade terapier kriver stora mingder hogkvalitativt
GMP (Good Manufacturing Practice)-producerat rekombi-
nant protein (ndgra hundra milligram, upp till gram per
vecka), behdvs vanligtvis 10 000-20 000 génger ligre mingd
rekombinant protein for vaccinering, vilket idr betydligt mer
kostnadseffektivt.
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