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Viruslika partiklar
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Sedan 1970-talet har den moderna molekyladrbiologin utveck-
lats snabbt och gett oss férdjupad insyn i vad DNA, RNA och
proteiner gor och vilka biologiska effekter de har. Initialt fanns
begriansat med molekylirbiologiska tekniker, och det fanns ing-
en automatik eller storskalighet i de da tillgingliga teknikerna.
Det var darfor bade nédviandigt och enklare att forska pa sméa
DNA-virus.

Manga av de upptéickter som gjordes utgick fran en grupp tu-
morvirus som kallas polyomavirus, som ocksa ar nira slikt med
den vilkinda gruppen humana papillomvirus (HPV) [1, 2]. Till
polyomavirusfamiljen hor exempelvis apviruset, simianvirus
40 (SV40), och musviruset murint polyomavirus (MPyV); bada
dessa virus dr idag mycket vilstuderade experimentellt. Deras
genom bestar av dubbelstréingat cirkulirt DNA pa cirka 5 000
baspar, vilket trots sin ringa storlek kodar for 6 proteiner.

Genomet hos polyomavirus (och papillomvirus, se nedan)
delas funktionelltidels en tidig region och en sen region utifran
vilken del som kodas forst, dels en regulatorisk region. Den tidi-
ga regionen kodar fér 2-3 tumorantigener (de s k T-antige-
nerna), vilka ocksa utgér tumorspecifika transplantationsanti-
gener [3]. Detnumeravalkinda celluldra tumoérsuppressorpro-
teinet p53 uppticktes da det visade sig binda till det stora T-an-
tigenet pa SV40. Ménga betydelsefulla transkriptionsfaktorer,
dvs de DNA-bindande proteiner som reglerar DNA-transkrip-
tion, upptécktes ocksa genom studier av den regulatoriska re-
gionen hos dessa tumorvirus [1, 2].

Sist, men inte minst, har forskning pa kapsidproteiner och vi-
ruslika partiklar (VLP) lett till framgangsrika férsok att vacci-
nera med HPV-VLP mot HPV-infektion och forhoppningsvis
dven mot livmoderhalscancer [4, 5].

Vivill hir beskriva en utvecklingslinje inom VLP-forskning-
en, vilken innefattar vaccination mot dven andra tumoérformer.

Viruslika partiklar bildas spontant
Muspolyomavirusets hélje bestar av proteinet VP1 och tva
mindre proteiner, VP2 och VP3, som alla tre kodas av virusets
senaregion [1]. Redan 1978 visade man att framrenat VP1 spon-
tantformade »viruslika partiklar«, som elektronmikroskopiskt
serutsom vanligaviruspartiklar (Figurl) [6]. VP2 och VP3,som
finns pa insidan av VP1, visade sig inte varanddvandiga for upp-
byggnaden av viruskapsiden.

Olika forskargrupper har senare visat att nar VP1 produceras
ijast- ellerinsektsceller bildas VLP spontanti cellkirnornaoch
kan sedan renas fram fran dessa.
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Figur 1. Viruslika partiklar (VLP) &r lovande kandidater fér cancervac-
cin; elektronmikroskopiskt ser de ut som vanliga viruspartiklar.

Det var denna erfarenhet och dessa tekniker som 6verfor-
des till forskning pa HPV [7]. Kapsidproteinet L1 fran HPV
bildar ndmligen ocksa VLP, och dessa anvénds idag for att vac-
cineramot HPV-infektion och livmoderhalscancer (se nedan)
[4, 5].

Humana papillomvirus i 100-tals varianter

Det finns 6ver 100 olika HPV-typer. Nagra HPV-typer (t ex
HPV1, 2 och 4) ger upphov till vanliga hudvartor, medan andra
HPV-typer (HPV 6 och 11) ger upphov till papillom och kondyl-
om [2]. Dessutom finns HPV-typer (t ex HPV16, 18, 31 och 33)
som klassificeras som »onkogena« HPV, och dessa forekommer
i maligna tumorer. Mest kint ar forekomst av onkogena HPV i
cervixcancer, men nirvaro av HPV i andra tumorer i anogeni-
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ESAMMANFATTAT

Flera studier har visat att det
gar att vaccinera mot humant
papillomvirus (HPV) med s k
viruslika partiklar (VLP) fran
HPV.

Forhoppningarna &r stora att
prevention av HPV-infektion
ocksa leder till skydd mot
HPV-associerad livmoderhals-
cancer.

Vi visar har att VLP kan for-
hindra uppkomst av andra tu-
morer.

VLP har anvints for att im-
munisera mot protoonkgenen
Her2 i tva experimentella tu-
morsystem. Her2-VLP-vaccin
skyddar mot ett inokulat med
Her2-positiva tumdarceller.
Dessutom skyddar Her2-VLP-
vaccin mot utveckling av Her2-
positiv brostcancer i transge-
na moéss, som normalt utveck-
lar brostcanceri alla 10 brost-
kortlar fore 15 veckors alder.
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M Viruslik partikel (VLP) i genomskérning
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Figur 2. Stiliserad genomskéarning av en viruslik partikel (VLP) med
fusionsprotein mellan VP2 och ett tuméorprotein (VP = viruspartikelns
strukturprotein).

tal- och huvud-halsregionen har uppmarksammats alltmer pa
senare tid [8, 9].

Alla HPV, med virushdljen pa cirka 52-55 nm, har dubbel-
striangat cirkuldrt DNA pa cirka 7 000 baspar, funktionellt in-
delatien tidig, en sen och en regulatorisk region. Den tidiga re-
gionens gener E1, E2 och E4-E7 ar viktiga for HPVs patogenes
och transformerande forméaga. Hos »onkogena« HPV-typer
binder E6 till p53 och E7 till pRB, bada vilkanda tumdorsuppres-
sorproteiner. Genom dessa interaktioner med cellulira protei-
ner medverkar E6 och E7 till att férhindra cellens reglering av
cellcykeln, vilket i sin tur bidrar till tumérutvecklingen. Den
sena regionens gener kodar f6r proteinerna L1 och L2 i virus-
kapsiden; L1 dr det dominerande proteinet.

Ilikhet med VP1 hos polyomavirus kan L1 bilda virushéljen av
sig sjdlv [7]. Det dr bl a denna formaga som utnyttjats i samband
med vaccintillverkning av preventiva vacciner mot HPV16 [4].

Vaccin mot cervixcancer, kanske dven tonsillcancer
Flera studier av framgangsrik vaccination med HPV-VLP mot
infektion av vissa HPV-typer har nu rapporterats [4, 5,10]. I en
avdessastudiervaccinerades ungakvinnor (medianalder 20 &r)
vid tre tillfallen med exempelvis vaccin innehallande HPVe6-,
11-, 16- och 18-VLP [6]. Kvinnorna foljdes upp till tre ar efter
vaccinationen med serologi och gynekologisk provtagning. Re-
sultaten visade entydigt att VLP-vaccination signifikant mins-
kade risken for infektion med ovan nimnda HPV-typer.
Liknande resultat pavisasiandrastudier. Stora f6rhoppning-
arfinns ddrmed attvaccin motvissa HPV-typer (t ex HPV16 och
18) ocksa ska kunna férhindra utveckling av cervixcancer, dar
sambandet mellan forekomst av HPV och tumdrutveckling ar
bist etablerat. Eftersom det emellertid ocksa finns ett ssmband
mellan HPV-infektion och annan cancer (se ovan), ir det moj-
ligt att indikationerna fér vaccination mot HPV utvidgas. HPV-
vaccination skulle i framtiden t ex innefatta inte bara patienter
med risk fér cervixcancer utan dven patienter med risk fér ton-
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Figur 3. Vaccination av 6 veckor gamla moss med viruslika partiklar
(VLP) innehallande tumdrproteinet Her2 ger skydd mot utveckling av
brostcancer under resten av deras livstid; detta ar en musstam dar
alla honor annars far brostcancer i samtliga brostkortlar. VLP utan
Her2 skyddar ddremot inte.

sillcancer, diar omkring hilften avall cancer ocksé 4r HPV-posi-
tiv [8].

For framtida generationer ir saledes preventiv vaccination
mot exempelvis HPV16 och andra onkogena HPV-typer att fo-
redra. Preventiv HPV-vaccination maste dock foljas upp, efter-
som eliminering avvissa HPV-typerkanledatill attandra HPV-
typer kan sprida sig — med fortsatt risk for tumorutveckling.

VLP som vaccin mot olika tumértyper

Det finns ytterligare anvindningsomraden f6r VLP. De har ex-
empelvis anvints i forsok till genterapi [11]. I var grupp anvén-
der vi VLPs formaga att transportera tumorproteiner till im-
munsystemets celler for att stimulera immunsystemet. Vart
mal ar att pa dettasétt utveckla ofarliga vacciner for att férebyg-
ga och behandla cancer. Vissa cancertyper kidnns igen av im-
munfiérsvaret. Cancercellerna kan i sddana fall exempelvis ha
overproduktion eller férindringar av vissa proteiner som kan
vara viktiga for tumorens tillvixt, och detta kan upptickas av
immunforsvaret [12].

Malet med vaccin och immunterapi mot cancer ar i dessa fall
attfa igang och stiirka kroppens immunsvar riktat mot just des-
sa frimmande/6verproducerade proteiner. Kroppens eget im-
munsystem kan da ta déd pa cancercellerna. Ytterligare ett mal
ar att kunna férebygga cancer genom att pa ett tidigt stadium
vaccinera for att fa ett skydd mot specifika tumérproteiner. Vi
arbetar med VLP fran murint polyomavirus (MPyV), som har
forméagan att mycket effektivt ga ini celler &ven hos minniska.

VLP kan erhallas genom att producera ett enda av virusets
proteiner i insektsceller. Dessa VLP innehéller inget annat &n

»Efter endast en vaccination far majoriteten av
dessa moss ett fullstandigt skydd mot brost-
cancer ... VLP-vaccinet dr battre an nagot annat
vaccin som testats pa dessa moss ...«
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TABELL I. Andel tumérfria moss efter inokulation av den Her2-positiva
tumoren D2F2/E2 i vaccinerade och ovaccinerade BALB/c-mdss (mus-
stam som D2F2/E2 kan véxa i).
Immunogen
Her2-VLP-vaccinerade?
VLP-vaccinerade kontroller?
Ovaccinerade kontroller

Andel tumérfria BALB/c-moss
26/30 (87 %)

2/30 (7 %)

3/30 (10 %)

1vaccinerade en gdng subkutant 14 dagar fére tumérinokulation

virusproteinet och ar dirigenom helt ofarliga. Genom att kopp-
laetttumorprotein till ettannatavvirusets proteiner (VP2) kan
vibilda VLP som dven innehéller tumérproteinet (Figur 2) [13].
Nir VLP som innehéller tumérprotein ges till mus eller mén-
niska kan de effektivt ga in i exempelvis dendritiska celler, som
ar antigenpresenterande celler [14]; tumo6rproteinet bryts dir
ned for att upptickas avimmunforsvaret. Darigenom far man
ett starkt immunforsvar mot tumorproteinet.

Her2 - tumérprotein for immunterapi
Protoonkgenen Her2 (ocksé kidnd som erbB2 och neu) r en av
de fyra receptormedlemmarna i »epidermal growth factor re-
ceptor«(EGFR)-familjen [15]. Nir en ligand binder till en av
dessareceptorerbildar de dimerer, och dennadimerisering ini-
tierar sedan en komplex signaleringskaskad som aktiverar cell-
proliferation. Her2-receptorer binderinte till ligandernasjéilva
utan bildar heterodimerer med andra Her2-receptorer.
Her2-signaleringssystemet ar aktivt framfor allt under den
embryonala perioden, medan uttryck av Her2 i normal vivnad
hos vuxna dr mycket 1agt [15]. Her2-genen ar emellertid ampli-
fieradimangatumorer, och dettaledertill 6veruttryck av Her2-
onkoproteinet. Detta 6veruttryck av Her2, som t ex forekom-
mer vid 25 procent avall brostcancer, ir associerat med aggres-
siva tumorer och dalig prognos [16]. Dessutom har det féresla-
gits att Her2 kan vara en markor for tamoxifenresistens [17].
Eftersom Her2 ar selektivt 6veruttryckt i cancervivnad kan
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det vara ett lampligt protein for immunterapi. Detta sistndmn-
da faktum stods av att bAde Her2-specifika antikroppar och T-
celler har visats forekomma naturligt hos patienter med Her2-
positiva tumorer, vilket tyder pa att Her2-positiva tumorer kan
varaimmunogena [18, 19].

VLP-Her2 skyddar mot Her2-positiva tumérer
Vi har tagit fram VLP som innehaller tumérproteinet Her2 och
visat att dessa VLP mycket effektivt kan forain Her2 i celler. Vi
har anvint dessa VLP for att vaccinera en musstam dér alla ho-
nor far brostcancer fore 5 manaders alder. Efter endast en vac-
cination far majoriteten av dessa moss ett fullstdndigt skydd
mot bréstcancer (Figur 3), och VLP-vaccinet dr bittre &n nagot
annat vaccin som testats pa dessa moss [13].

Samma VLP-vaccin kan ocksa framgangsrikt vaccinera moss
mot utvixt av Her2-positiva tumorer (Tabell T).

Vividareutvecklar nu detta vaccin och producerar d&ven VLP-
innehéllande andra tumorproteiner, varav en innehaller tu-
morproteinet PSA (prostataspecifikt antigen), som finns i pro-
statacancer. Andra grupper anvinder likartade experimentella
system for att vaccinera mot melanom [20]. Hiar har man an-
vint sig av chimeriska polyomaviruspentamerer, vilka uttryck-
er antingen en immundominant peptid fran ovalbumin eller en
peptid fran tyrosinasrelaterat protein som vaccin. Vaccination
med dessa polyomaviruspentamerer inducerar cytotoxiskt T-
cellssvar mot ovan nimnda peptider och kan anvindas som te-
rapeutiskt vaccin mot ett inokulat av melanom som uttrycker
dessa peptider [20].

Bade for prevention och cancerbehandling

Atttillverka effektiva, men samtidigt ofarliga vacciner iren for-
utsittning for vaccination mot cancer och tumorvirus. VLP har
storamojligheter att bli anvéndbara inte bara for prevention av
livmoderhalscancer utan dven vid behandling av ett antal olika
cancersjukdomar.
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