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(57)  Sammendrag

Et molekyler avleveringskompleks som er spesifikt for
antigenpresenterende celler blir dannet fra et ikkeviralt

genavleveringssystem kompleks bundet med fremmed

genetisk materiale. Komplekset trenger sa inn i de mal-

rettede celler via en spesifikk reseptor og overvinner

nedbrytningsmekanismen, slik at det funksjonelle opptak
av det fremmede genetisk materialet, eller transduksjon,

av den celle, resulterer i genekspresjon. Det er ogsé
beskrevet en fremgangsméte for genetisk immunisering
uten nélestikk.
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Omrédde av oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse angdr et genavleveringskompleks
for transkutan avlevering av gener som angitt i krav 1 for
a avlevere fremmed genetisk materiale til celler samt an-
vendelse derav som angitt i krav 9. Spesielt kan slike
kompleks benyttes for reseptormediert avlevering av gener
til celler. Et genavleveringskompleks som er kompatibelt
med en spesifikk type malrettet celle, blir dannet fra det
fremmede genetiske materiale, en vektor, og eventuelt et
beremateriale. Komplekset blir s& eksponert til cellene un-
der betingelser som tillater reseptormediert endocytose,
noe som resulterer i funksjonelt opptak, eller transduk-
sjon, av det fremmede genetiske materiale. Komplekset er
ikke bare anvendelig for in vitro, men ogsa in vivo gen-
avlevering til antigenpresenterende celler, spesielt
beskrevet som transkutan genoverfering til Langerhans hud-
celler. Denne teknikk er spesielt anvendelig for forebyg-
gende og terapeutisk genetisk immunisering nar det fremmede
genetiske materialet er et immunogen sd som DNA som koder
for en vesentlig del av antigenene og partikler assosiert
med et infeksjonsdyktig virus, og hvor avlevering ved in-
jeksjon er ugnsket.

Bakgrunn for oppfinnelsen

Immunsystemet for dyr har to forskjellige, men relaterte
responser, den cellulzre immunrespons og den humorale im-
munrespons. Den cellul#re immunrespons danner T-lymfocytter
som dreper celler med fremmede identifiseringsmarkerer pa
overflaten. Celler som har slike identifiserende markerer
pa overflaten blir sagt & “presentere” et antigen, og er
referert til som antigenpresenterende celler (APCs). I til-
legg stimulerer T-lymfocytter ogsa den humorale respons ved
hjelpende B-celler, som er prekursorer for plasmaceller.

Den humorale immunrespons resulterer i produksjonen hos
plasmaceller av antistoff som virker pa spesifikke mole-
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kyler i opplesning. Antistoff (eller immunoglobuliner) er
proteiner syntetisert av et dyr som svar pd tilstedeverel-
sen av en fremmed substans. De blir utskilt av plasmacel-
ler, som er avledet fra B-lymfocytter (B-celler). Disse
oppleselige proteiner er gjenkjennelseselementene hos den
humorale immunrespons. Hvert antistoff har spesifikk affi-
nitet for den fremmede substans som stimulerte den aktuelle
syntese. Det vil si antistoffet har et segment eller sete,
kalt et antigenbindende sete, som vil feste til den frem-
mede substans. Et fremmed makromolekyl som er i stand til a
fremme dannelsen av antistoff mot seg selv, er kalt et
antigen. Proteiner og polysakkarider er vanligvis effektive
antigener. Den spesifikke affinitet av et antistoff er ikke
for hele det makromolekylare antigen, men for et spesielt
sete pa dette kalt den antigene determinant eller epitop.
Antistoff gjenkjenner fremmede molekyler i opplesning og pa
membraner uavhengig av molekylets sammenheng. Den humorale
immunrespons er mest effektiv i a bekjempe bakterier og vi-
rus i ekstracellulare medier. (Ordet humor et det latinske
ord for fluidum eller vaske.) En strategi for & gi immuni-
tet mot sykdom er & eksponere individet til ett eller flere
antigener som er assosiert med et virus eller bakterium
istedenfor & bruke det faktiske virus eller bakterium. En
slik vaksine er kjent som en subenhetvaksine, og den virker

spesielt godt til & stimulere produksjonen av antistoff.

T-celler gir den cellul@#re immunrespons. I motsetning til
den humorale immunrespons egdelegger den cellulzre immunre-
spons virusinfiserte celler, parasitter, og kreftceller.
Overflaten av T-celler inneholder transmembranproteiner
kalt T-cellereseptorer som gjenkjenner fremmede molekyler
pad overflaten av andre celler. Det vil si T-celler gjen-
kjenner antigenpresenterende celler (APCs). T-celleresep-
torer gjenkjenner ikke isolerte fremmede molekyler. Den
fremmede enhet md vare lokalisert pd overflaten av en cel-
le, og ma bli presentert til T-cellen av et spesielt mem-
branprotein, som er ett som er kodet av et hgyt variabelt

kromosomalt omrade av vertsindividet kjent som hovedhis-
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tokompatibilitetskomplekset (MHC). MHC koder for tre klas-
ser transmembranproteiner. MHC klasse-1 proteiner, som blir
uttrykt i nesten alle typer celler, presenterer fremmede
epitoper til cytotoksiske T-celler. MHC klasse-2 proteiner,
som blir uttrykt i immunsystemceller og fagocytter, presen-
terer fremmede epitoper til hjelpe-T-celler. MHC klasse-3
proteiner er komponenter av prosessen kjent som komplement-
kaskaden.

Det finnes en mengde T-celler, innbefattende cytoksiske T-
lymfocytter (CTL, eller dreper-T-celler) som gdelegger cel-
ler som oppviser en fremmed epitop bundet til et MHC-pro-
tein. Nar det fremmede-epitop-pluss-MHC-protein binder til
T-cellereseptoren, skiller T-cellen ut granuler innehol-
dende perforin, som polymeriserer for & danne transmembran-
porer, for derved a bryte cellen apen, eller indusere cel-
lelysis. Andre klasser T-celler, kalt hjelper-T-celler, ut-
skiller peptider og proteiner kalt lymfokiner. Disse hor-
monlignende molekyler dirigerer bevegelsene og aktivitetene
av andre celler. Enkelte eksempler er interleukin-2 (IL-2),
interleukin-4 (IL-4), interferoner, granulocytt-Makrofag
kolonistimulerende faktor (GM-CSF), og tumornekrosefaktor
(TNF). T-cellene er implikert i komplementkaskaden, som er
en neyaktig regulert, kompleks serie av hendelser som re-
sulterer i edeleggelsen av mikroorganismer og infiserte
celler. Mer enn femten oppleselige proteiner samarbeider
for & danne multienhet antigenantistoffkomplekser som gar
forut for dannelsen av store hull i cellenes plasmamembran.

Ekspresjon av fremmede gener i antigenpresenterende celler
(APC) kan bli benyttet for & danne en effektiv CTL-respons
i dyr. Felgelig har genavlevering og genetisk modifikasjon
av APC potensiale til & danne effektive vaksine og terapeu-
tiske metoder mot forskjellige sykdommer, innbefattende vi-
rale infeksjoner og kreft. Levende rekombinante virusvekto-
rer som uttrykker forskjellige fremmede antigener, sa som
koppevirus, adenovirus og retrovirus, kan bli brukt til &
fremme bade humoral og celluler immunrespons ved & etter-
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late viral infeksjon. I tillegg har levende attenuerte (el-
ler svekkede) wvirus blitt foresladtt som vaksiner. DNA-vak-
sinasjonsstrategi blir ogsa undersekt. Forskjellige virale
gener har blitt klonet i plasmid DNA og injisert i muskler,
hud eller subkutant. Disse konstruksjoner er i stand til a
uttrykke proteiner samt fremskaffer bade en cellul®r og hu-
moral immunrespons.

Det har blitt antydet at virale sykdommer kan vaere mottake-
lige for teknikken med genetisk immunisering. Visse celler,
sa som dendrittceller, er kjent for a plukke opp antigener
og migrere fra kroppsvevet til lymfoidvevet. Der presen-
terer disse celler antigenene i lymfoidorganene: det vil si
de oppviser en fremmed epitop bundet til et MHC-protein.
Slike antigenpresenterende celler (APCs) er en kjent del av
immunresponsmekanismen. Dersom celler s& som dendrittceller
(DC) blir modifisert slik at de inneholder DNA som koder
for et virus som er infeksjonsdyktig, men ute av stand til
effektiv reproduksjon, kunne de ikke bare presentere anti-
gener i klassisk forstand, men ogsa bli manipulert til &
danne, eller uttrykke, virale partikler samt en mengde av
andre virale proteiner. En ny teknologi har blitt beskrevet
i Attorney Docket Nr. RGT-100A, USSN 08/803,484 “Methods
and Compositions for Protective and Therapeutic Genetic Im-
munization”. Den beskriver at gener fra et replikasjons-
inkompetent virus kan bli inkorporert i antigenpresente-
rende celler som sd migrerer til de lymfoide organer og
danner den fulle komplement av virale antigener og virale
partikler, for derved & sette i gang bade humorale og cel-
lulere immunresponser. Den beskriver at DC i lymfoidorga-
nene kan uttrykke alle virale antigener og danne “autentisk
utseende” virale partikler. Disse virale partikler vil fel-
gelig spille en nokkelrolle i dannelsen av ytterligere im-
munresponser.

Denne referanse beskriver i eksempel 13 “in vivo transduk-
sjon” av celler innbefattende APC. I dette eksempel er
flere velkjente metcder innbefattende viral og ikke-viral
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genavlevering eksemplifisert. I eksempel 14 er “in vivo
transduksjon” av celler innbefattende APC beskrevet. Disse
benytter (1) direkte DNA-injeksjon; (2) injeksjon av lipo-
somer eller virosomer inneholdende DNA; (3) direkte inter-
splenisk injeksjon av klasse 4 kobbevirus; og (4) rektale
og vaginale suppositorier som barer genavleveringsvehikler.
Imidlertid beskrev denne referanse ikke i detalj metodene
for in vitro og in vivo genavlevering. Dette er malet for
foreliggende oppfinnelse.

Det finnes visse bevis som antyder at genetisk modifikasjon
av APC vil vaere effektivt til & vaksinere bade neonatale og
voksne dyr og mennesker. Ridge et al. (Science 271:1723-
1726, 1996) har injisert DC som uttrykker et fremmed anti-
gen isolert fra et annet dyr intravengs i mus. Bade neona-
tale og voksne mus injisert med disse DC var i stand til &
danne god CTL-avlivning av malceller. Disse forsek viste
ogsa at DC som uttrykker et fremmed antigen kan indusere
beskyttende cellemediert immunrespons som er i stand til &
fjerne infiserte celler i tilfelle med virale infeksjoner.
I tillegg viste disse forsegk at DC-mediert immunisering av
neonater kan vere mulig. Disse forsgk benyttet ikke gene-
tisk modifiserte celler, og heller ikke benyttet de flere
fremmede antigener eller et virus som beskrevet i forelig-
gende beskrivelse.

Sarzotti et al. (Science 271:1726-128, 1996) viste at lav
dose inokulering med virus resulterer i en beskyttende im-
munrespons (Thl-type) som danner CTL-respons, men hey dose
inokulering ville resultere i en ikke-beskyttende (Th2-
type) immunrespons som i hovedsak danner antistoff. Disse
CTL-responser var meget langvarige, men kunne ogsa bli dan-
net i neonater. Hgye doser av virus kan overvelde og av-
krefte T-celler fer DC kunne aktivere T-cellene. Igjen er
ruten for administrasjon, ikke via injeksjon, men via pre-
sentasjon av DC viktig. Disse funn er konsistente med andre
resultater som viser at eksponering til lavdosevirus gir i
hovedsak cellular (Thl-type) immunrespons. I maskeaper
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satte en lav dose SIV Thl-type responsen i gang uten anti-
stoffproduksjon og beskyttet dyr mot heydoseangrep (Clerici
et al. AIDS 8:1391-1395, 1994). I mennesker ble lignende
resultater vist av Rowland-Jones et al. (Nature Med 1:59-
64, 1995).

Fra Nature medicine, vol. 2, side 1122-1128 (Condon C. et
al., 1996) er det kjent en metode for & immunisere dend-
rittceller ved a transfektere dem med nakent DNA ved hjelp
av en genkanon, og fra Eur. J. Immunol., vol. 27, side
2426-2435 (Tan A. et al., 1997) er det kjent at sukkermole-
kyler og komplekser som inneholder sukker, spesielt man-
nose, kan bli tatt opp av dendrittceller ved reseptormedi-
ert endocytose.

Modifikasjonsprosessen av celler slik at de inneholder
fremmed genetisk materiale er kalt genoverfegring, trans-
feksjon eller transduksjon. Ingen av de angitte artikler
heri har gitt bevis for effektiv genoverfering til anti-
genpresenterende celler, enten in vitro eller in vivo. Som
bakgrunn for genoverfgring i antigenpresenterende celler sa
som DC, har flere “laveffektive” in vitro-metoder blitt
beskrevet, innbefattende liposommediert genoverfering;
elektroporering og retrovirusvektor og adenovirusvektor-
mediert genoverfering (Arthur, J.F et al. Cancer Gene Ther-
apy. 4:1 17-21, 1997, Song, E.S. et. al. Proc Natl Acad Sci
USA 94:5, 1943-8, 1997). Alle av disse in vitro-metoder in-
volverer isoleringen av store populasjoner av celler som
blir behandlet i laboratoriet med en genavleveringsvehik-
kel. Alle humane eller animalske applikasjoner involverer
reintroduksjon av disse genetisk modifiserte celler. Folge-
lig er in vitro genavleveringsmetoder ikke mulige for vak-
sinering eller behandling av store antall individer. Kjente
in vitro-metoder innbefatter intradermal eller intramusku-
ler injeksjon av rekombinante virusvektorer og intradermal,
subkutan og intramuskuler injeksjon av plasmidDNA. Ingen av
disse metoder har blitt vist & effektivt avlevere gener i

antigenpresenterende celler, s& som dendrittceller, og enda
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Kort beskrivelse av tegningene

Fig. 1 illustrerer antistoffmediert genavlevering til cel-
ler som uttrykker Fc-reseptorer.

Fig. 2 illustrerer genavlevering til dendrittceller og
Langerhans-celler via mannosereseptoren ved & bruke PEI-
man-DNA-kompleks.

Fig. 3 illustrerer den transkutane genavleveringsmetode.

Fig. 4 sammenligner effektiviteten ved in vitro-transfek-

sjon av human DC ved a bruke to forskjellige komplekser
ifelge foreliggende oppfinnelse.

Fig. 5 CTL-assay, illustrerer at transdusert DC er i stand
til & danne cytotoksiske T-celler fra naive T-celler: sam-
menligner % cytotoksisitet av DC transfektert med inte-
grase-HIV-plasmid til den av kontroll DC.

Fig. 6 illustrerer CTL-responsen etter ex-vivo genetisk im-
munisering og sammenligner CTL-respons oppnadd in vivo ved

& bruke transfekterte DC.

Detaljert beskrivelse av tegningene

I fig. 1 er prosessen for antistoff mediert genavlevering
til celler som uttrykker Fc-reseptorer illustrert i kon-
sept. Malceller (1) som har en eller flere reseptorer (2a,
b, ¢, d) blir eksponert til et genavleveringskompleks (3)
omfattende et bazremateriale (4) og en vektor (5) som inklu-
derer det fremmede genetiske materialet. Genavleverings-
komplekset (3) binder til reseptorene (2 a, b, c, d) av
cellen (1) og vektoren (4) blir inkorporert i cellen via
endocytose eller fagocytose i et endosom (6). Vektoren (4)
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har egenskapen & bryte opp endosomet (6), noe som tillater
det fremmede genetiske materialet a bli frigjort i cellen.

I fig. 2 er prosessen for sukkermediert genavlevering til
celler som uttrykker mannosereseptorer illustrert i kon-
sept. M&lceller (10), i dette tilfelle uutviklede Langer-
hans-celler som har en eller flere mannosereseptorer (12),
blir eksponert til et genavleveringskompleks (13) som om-
fatter et polyetyleniminsukker (mannose)-kompleks bundet
med det fremmede genetiske materialet. Genavleveringskom-
plekset (13) binder til reseptorene (12) av cellen (10) og
PEI-man-DNA blir inkorporert i cellen via endocytose i et
endosom (14). Vektoren (PEI-mann) har egenskapen a bryte
opp (15) endosomet, noe som tillater det fremmede genetiske
materialet & bli frigjort i cellen. Cellen utvikler seg
(16) og uttrykker proteiner (17) kodet av det fremmede ge-
netiske materialet.

I fig. 3 er et eksperiment som viser in vivo sukkermediert
genavlevering til celler som uttrykker mannosereseptorer,
illustrert. Malceller er Langerhans-celler i huden som er
kjent for a uttrykke mannosereseptorer. Mus (21) ble bedz-
vet og et omrdde pa ryggen av hver mus (22) ble barbert.
Den barberte overflate ble renset med etanol. PEI-man-DNA
genavleveringskompleks i 8% glukose (23) ble pafert pa det
barberte omraddet (22) hos hver mus. Langerhans-celler (24)
funnet i det barberte omrdde av huden (22) plukker opp
komplekset som beskrevet i fig. 2 ovenfor, blir aktivert cg
migrerer (24) til den uttrekkende lymfeknute (25). I lepet
av migreringen utviklet Langerhans-celler (24) seg til
dendrittceller (26) og uttrykker proteinet (27) kodet av
det aktuelle DNA.

I fig. 4 viser eksperimentelle resultater in vitro genav-
leveringen med PEI-DNA mot PEI-man-DNA-komplekser. Human DC
ble dyrket som beskrevet i1 teksten og transfektert med kom-
plekser. Et markergen som koder for et grent fluorescent
protein (GFP) ble benyttet som DNA. I disse forsgk ble kom-
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pleksene opplest i1 en opplesning av NaCl. Forseket viste at

PEI-man er mer effektivt til & transfektere dyrkede DC enn
PEI.

Fig. 5-6 viser forswksresultater og er diskutert i detalj i
eksempeldelen nedenfor.

Oppsummering av oppfinnelsen

Det er et mal for foreliggende oppfinnelse & fremskaffe et
genavleveringskompleks med forbedret effektivitet av gen-

overfering til celler, in vitro og in vivo. Genavleverings-
komplekset ifelge foreliggende oppfinnelse kan fremskaffe

en effektiv immunrespons overfor virale sykdommer. Enda et
annet madl for foreliggende oppfinnelse er & anvende genav-
leveringskomplekset for & fremstille en vaksine for virale

sykdommer som er effektiv og har forbedret sikkerhet.

En fordel ved genavleveringskomplekset ifelge foreliggende
oppfinnelse er at det kan bli benyttet for immunoterapi og
vaksinering for et stort antall sykdommer.

Enda en annen fordel ved genavleveringskomplekset ifglge
foreliggende oppfinnelse er at det kan benytte enhver type
DNA, eller RNA, innbefattende plasmid-DNA som koder for im-
munogener lik onkogener, immunogener (som fordrsaker aller-
gi), virale proteiner eller forskjellige typer replika-
sjonsdefektive virus, defektive virale partikler, sa vel
som plasmid-DNA.

Disse og andre midl og fordeler ved foreliggende oppfinnelse

vil bli tydelige via teksten og eksemplene heri.

Malene og fordelene ved foreliggende oppfinnelse blir opp-
nadd ved & danne et genavleveringskompleks egnet for trans-
kutan avlevering av gener til antigenpresenterende celler i
huden omfattende en vektor (som inneholder det gnskede
fremmede genetiske materialet) og et sukkermolekyl eller
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polyetylenimin og et sukkermolekyl (som kan binde bade til
cellene og til genavleveringspartikkelen). Malceller eks-
poneres sa til komplekset under betingelser som tillater
endocytose. Vektoren har de sartrekkene at den tillater det
genetiske materialet a unngad endosomal nedbrytning og den
avleverer det egnskede fremmede genetiske materialet til
enten cytoplasma eller til nukleus. Fremmede proteiner kan
bli uttrykt og presentert til immunsystemet av de genetisk-
modifiserte celler. Dersom det fremmede genetiske materia-
let koder for et replikasjonsdefekt virus som beskrevet i
Attorney Docket Nr. RGT-100A, USSN “Methods and Composi-
tions for Protetive and Therapeutic Genetic Immunization”,
kan de endrede mdlceller s& presentere virale antigener og
ogsd uttrykke virale partikler og proteiner i lymfoidorga-
nene, for derved & danne en effektiv cellular immunrespons

sa vel som en humoral immunrespons.

Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse angar n@rmest genavleveringskom-
plekser for transkutan avlevering av fremmed genetisk mate-
riale til celler. Den er spesielt anvendelig for & oke ef-
fektiviteten av genetisk immunisering ved 3 oke effektivi-
teten av genoverfeoring til visse celler som deltar i immun-
systemet, sd som antigenpresenterende celler (APCs).

Det er for eksempel kjent at spesifikke proteiner blir tatt
inn i celler ved en prosess kalt reseptormediert endocyto-
se. I denne prosess binder spesifikke proteiner eller 1i-
gander til spesifikke reseptorer i plasmamembranen hos en
celle. Membranen danner en vesikkel, eller en lomme omkring
proteinet og internaliserer til slutt liganden. Det wvil si
den importerer proteinet til cellen. Etterpa avleverer en-
dosomet typisk disse komplekser til et lysosom hvor de blir
nedbrutt til sine bestanddeler, nemlig peptider. I celler
hvor MHC-ekspresjon inntreffer, akkumulerer peptid-MHC-
komplekser i lysosomet og ndr s& overflaten av cellen i en
prosess kalt antigenpresentasjon. Reseptormediert endocy-
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tose er metoden for & avlevere store molekyler sa som es-

sensielle metobolitter, hormoner og vekstfaktorer til cel-
ler. Den er en vel som benyttes av mange virus og toksiner
for & f4 tilgang til celler, og spiller ogsa en rolle i im-
munresponsen. For eksempel har fagocytiske celler resepto-

rer som tillater dem & ta opp antigenantistoffkomplekser.

Partikler kompleksbundet til antistoff sda som IgG eller
komplement sa som C3b, eller begge deler, kan effektivt
trenge inn i celler via reseptormediert endocytose og fago-
cytose. Antistoff eller immunoglobuliner har forskjellige
deler som tillater dem & utfere forskjellige funksjoner.
For eksempel er immunoglobulin G (IgG) et Y-formet molekyl
med to Fp,-segmenter som har antigenbindende seter og et F.-
segment som overferer effektorfunksjoner. Multivalente an-
tigener kan binde til antistoff og danner immunkomplekser.
Sterrelsen av disse immunkomplekser er en funksjon av den

relative konsentrasjon av antigen og antistoff.

Endocytose kan bli forsterket ved en prosess kjent som op-
sonisering. Opsonisering er en prosess hvorved antistoff
belegger antigener, for derved & gi en mulighet for andre
komponenter av immunsystemet til & gjenkjenne og reagere pa
antigenene. Immunoglobuliner med de passende F,,—seter kan
bli brukt til a belegge antigenpartiklene, og etterfeglgende
kan celler som uttrykker de tilsvarende F.-reseptorer gjen-
kjenne F.~delen av de opsoniserte antigener og lett endosy-
tosere dem. Komplementer sd som C3b, C4b og C3bi har ogsa
opsoniseringsaktivitet. Sterre immunkomplekser blir mer ef-
fektivt fagocytosert enn smad av celler sa som B-celler, mo-
nonukleazre fagocytter, granulocytter, neutrofiler og den-
drittceller som uttrykker reseptorer for F.-delene av im-
munoglobulinmolekyler.

IgG-antistoff kan bli dannet i dyr ved & injisere dem med
antigenet med eller uten adjuvanter. I tillegg kan anti-
stoff bli klonet og humanisert ved & bruke molekylezre gene-
tiske teknikker. Andre reseptorer som vanligvis ligger pa
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membranene av immunsystemceller innbefatter for eksempel
transferrin, mannose og asialglykoproteinreseptorer, som
lett kan bli brukt for transduksjonen av immunsystemceller.
F.-reseptordelen av antistoffet kan ogsa bli erstattet med
andre reseptorbindende domener ved & bruke molekylazre gene-
tiske teknikker. For oppfinnelsens formdl er F.-reseptorene
og de tilsvarende IgG-molekyler passende, ettersom disse
har den videre funksjon & transportere gener til dendritt-
celler.

Nar et molekyl eller en partikkel blir tatt opp i en celle
via endocytose eller fagocytose, blir den inneholdt i et
proteinreseptorkompleks kalt et endosom. Endosomer er in-
tracellulare syrerom som har en sorterende funksjon. Fago-
somer som stammer fra fagocytose, er store (10x-20x) endo-
somer. Endosomer fuseres sa med lyposomer hvor materialet
blir spaltet til mindre produkter sa som peptider, nukleo-
tider og sukkere. I foreliggende oppfinnelse er rollen til
vektoren & gi det fremmede genet til cellen og unngd ned-
brytning av genet. Det vil si vektoren ma vere i stand til
& bryte endosomet og frigjere genet inn i den intracellu-
lere vaske, cytosol eller inn i kjernen. Et antall partik-
ler er kjent for & vaere i stand til & bryte endosomet etter
reseptormediert endocytose, innbefattende virale genavleve-
ringspartikler sa som adenovirusvektorer, retrovirusvekto-
rer, kobbevirusvektorer, og SV-40-virus. Ikke-virale genav-
leveringspartikler innbefatter konjugater av DNA med poly-
lysin, polyetylenimin og dets derivater, liposomer, viroso-
mer og kjemikalier som gker pH i endosomet, sa som kloro-
kin.

Malceller

Foreliggende oppfinnelse kan bli benyttet med enhver celle
som er i stand til reseptormediert endocytose eller fago-
cytose. Malcellene ma uttrykke et reseptorsete som, ved
binding med et komplementert molekyl, kan bringe det ens-
kede molekyl til endosomet eller fagosomet. Slike celler er
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fortrinnsvis celler som deltar i immunresponsen. De innbe-
fatter celler som kan delta i reseptormediert endocytose og
fagocytose av antigener. Slike celler innbefatter for ek-
sempel, B-celler, mononuklezre fagocytter, granulocytter og
dendrittceller. Disse celler uttrykker reseptorer for Fg-
delen av immunoglobuliner eller komplementreseptorer eller
begge deler. Dendrittceller og makrofager er spesielt fore-
trukket, fordi de effektivt kan presentere fremmede anti-
gener, for derved a gi en cellul#r immunrespons eller CTL-
respons. Cellene kan ogsa bli mdlrettet via andre resep-
torer sd& som transferrin og mannosereseptorene.

Dendrittceller ligger i de lymfoide vev, sd som milten,
mandelen og lymfeknutene, men de kan bli funnet i blodet,
huden, slimhinner og andre periferale vev. Disse celler
plukker opp antigener og migrerer med antigenene til lym-
foide vev. I huden kan dendrittceller kalt Langerhans-cel-
ler bli funnet i epidermis. N&r de endocyterer et antigen,
migrerer de inn i regionale lymfeknuter. I lymfeknuten blir
de kalt interdigiterende celler, og de presenterer anti-
genet til naive T-celler, for & gi den cellulzre immunre-
spons.

For & oke effektiviteten av genoverfering ber antallet til-
gjengelige dendrittceller bli maksimalisert. Valg av belig-
genhet kan vare en faktor. Heye konsentrasjoner av den-
drittceller blir for eksempel funnet i huden og pa mukosa,
sd som munnen, vagina og rektum. Uutviklede DC i vevet kan
endocytorere effektivt, og felgelig er de et godt mal for
genavleveringskomplekset som avleverer genet med reseptor-
mediert endocytose. Imidlertid for effektiv ekspresjon av
MHC-molekyler og antigenpresentasjon, m& DC ogsa bli akti-
vert. In vitro kan uutviklede DC bli dannet fra periferalt
blod med GM-CSF og IL-4 eller fra benmargprekursorer med
GM-CFS. Aktivering av disse uutviklede DC kan bli indusert
in vitro og in vivo ved bakterielle produkter sa& som lipo-
lysakkarid og TNF-alfa (Watts C. Nature 338:724-725, 1997).



10

15

20

25

30

35

14

Dendrittceller kan bli tiltrukket til et spesielt sted og
aktivert ved en hendelse som implikerer immunsystemet sa
som en celle- eller vevsskade. For foreliggende formadl kan
tiltrekning og aktivering av antigenpresenterende celler
innbefattende dendrittceller, bli fremmet med en immunre-
spons som er urelatert til vaksinering eller viral infek-
sjon. Et eksempel vil vere hudutslett som er et resultat av
kontaktsensitivitet overfor kjemikalier sa som medikamenter
og toksiner, kosmetika og miljemessige antigener. Dersom et
kjemisk irritasjonsmiddel blir penslet pa huden, vil et ut-
slett eller en lesjon vanligvis oppstd 24-48 timer etter
eksponering. Lesjonen er grunnet neocantigener dannet ved
binding av kjemikalier til overflateproteinene hos Langer-
hans-celler. Neoantigener er kovalent modifiserte “normale”
proteiner (for eksempel fosforylerte) som blir gjenkjent av
antistoff. Ved dette omrade kan hesyere enn normale mengder
av dendrittceller bli funnet, og de er mer sannsynlige &
vere aktivert, det vil si mer mottakelige for umiddelbar
endocytose av et antigen. Valget av irritasjonsmiddel av-
henger av dets effektivitet til & tiltrekke DC og av dets
bieffekter. Ved immunkomplaksmedierte skader kan immunkom-
plekser med badde antigen- og antistoffkomponenter bli be-
nyttet for & aktivere B-celler og komplementkaskaden med
resulterende vevsskade.

Siden cellene er mdlrettet via en spesifikk klasse av re-
septorer, er en spesiell fordel ved foreliggende oppfin-
nelse at genavleveringskomplekset kan bli gjort til & mal-
rettes spesifikke celler. Dersom genavleveringskomplekset
blir dannet med IgG eller et polyetylenimin modifisert med
en passende stivelse eller sukker, vil den bli tatt opp ve-
sentlig av antigenpresenterende celler. Dette ville vare en
stor fordel ved utvikling av genbaserte vaksiner. Malret-
ting av andre uttrykkende celler, for eksempel komplement-
reseptorer eller transferrinreseptorer, er ogsd mulig som
beskrevet ovenfor.
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Genavleveringskompleks

Genavleveringskomplekset ifslge foreliggende oppfinnelse
kan bli brukt for & avlevere transkutant gener in vitro el-
ler in vivo til celler som bazrer en gitt reseptor. Gen-av-
leveringskomplekset er bygget av to deler: det genetiske
materialet og en avleveringspartikkel, og kan ytterligere
omfatte et baremiddel (Se fig. 1l). I en utferelsesform blir
det genetiske materialet avlevert fra en svekket HIV-virus
og avleveringspartikkelen er en ikke-viral vektor.

I en annen utferelsesform kan det samme eller forskjellige
genetiske materiale bli kombinert med en viral vektor og et
baremateriale. I dette tilfellet er bazrematerialet fort-
rinnsvis et antistoff som har et sete som komplementerer en
reseptor som er til stede pad overflaten av mdlcellen, og et
antigenbindende sete som er spesifikt for den enskede avle-
veringspartikkel. Et slikt bzremateriale er spesifikt for
bade cellen og avleveringspartikkelen. For genetisk immuni-
sering blir human IgG som er spesifikk for genavleverings-
partikkelen passende valgt. Dersom det ikke er noe anti-
stoff som er kommersielt tilgjengelig, kan det blir dannet
med teknikker som er kjent for den vanlige fagmann. Dersom
genavleveringspartikkelen er replikasjonsdefektivt HIV-1,
kan human IgG bli brukt som et baremateriale, og er til-
gjengelig i store mengder for passiv immunoterapi. Gen-av-
leveringspartikkelen kan bli kompleksbundet med antistoffet
ved & inkubere dem sammen i 5 minutter ved romtemperatur.
De relative mengder av genavleveringspartikkel og antistoff
blir bestemt ut fra hvorvidt det er ensket & opsonisere ge-
navleveringspartiklene.

Det genetiske materiale

Det genetiske materiale, enten DNA eller RNA, blir baret av
avleveringskomplekset. Ett eller flere gener kan bli kodet
pd en kjede av plasmid-DNA, péd dobbeltkjedet DNA eller pa
RNA. Alternativt kan det genetiske materiale vare bygget
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inn i1 rekombinante virus dersom de blir brukt som en gen-
avleveringspartikkel. Dersom formdlet med genoverfgringen
er A& indusere en immunrespons, sa ma det genetiske materi-
ale uttrykke ett eller flere immunogene proteiner. Trans-
duserte celler vil derpa uttrykke nok av de immunogene pro-
teiner (forskjellige virale antigener og danner autentisk
nok virale partikler) for a gi en tilstrekkelig immunres-
pons (for eksempel beskytte individet fra infeksjon med
villtypeviruset).

Valget av genavleveringspartikkelen vil bli bestemt av syk-
dommen og valget av gen(er) til overfgring. Hvor det er
gnsket a4 konstruere en vaksine for et reverstranskriptase-
avhengig virus s& som HIV, koder DNA fortrinnsvis minst en
vesentlig del av et replikasjons- eller integrasjonsdefek-
tivt virus eller det replikasjons- eller integrasjonsde-
fektive virus i seg selv. Eksempler innbefatter integrase-
negative mutanter av et dualt tropisk primert isclat sa som
HIV-1/1W, og derivater derav som har en delesjon 1 protease
spaltningssete av gag-genet. Se Methods and Compositions
for Protective and Therapeutic Genetic Immunity, USSN
08/803,484 innlevert 20. februar 1997. Hvor det er snsket &
konstruere en vaksine mot kreft, er immunogenet fortrinns-
vis DNA som koder for en eller flere onkogener. Andre DNA-
konstruksjoner kan vare DNA som koder for replikasjonsde-
fektivt Human Papilloma Virus (som forarsaker hjernekreft),
replikasjonsdefektivt Hepatitt A, B og C virus (som forar-
saker hepatitt og leverkreft), og DNA som koder for repli-
kasjonsdefektive animalske virus lik bovinleukemivirus el-
ler katteimmunsviktvirus. Valg for en avleveringspartikkel
som inkorporerer det fremmede genetiske materiale kan inn-
befatte: (a) replikasjonsdefektive HIV eller andre retrovi-
rus; (b) rekombinante adenovirus; (c) plasmid eller lineart
DNA eller RNA-kompleks bundet med PEI eller et derivat av
PEI; (d) et virosom inneholdende ethvert DNA eller RNA; (e)
lipesom inneholdende DNA eller RNA; (f) plasmid DNA-polyly-
sinviruskompleks; (g) sukkerkompleks bundet med ethvert DNA
eller RNA.
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Avleveringssystemet

For effektivt a avlevere genene til cellen, ma genavleve-
ringssystemet inneholde genet eller genene som skal avleve-
res og ma ogsa ha egenskapen & bryte endosomet (eller fago-
somet), i stedet for & bli avlevert til et lysosom eller
bli isolert pa den utvendige overflate av en celle og mal-
rettet for wdeleggelse. Videre ma genavleveringssystemet
lette inkorporering av det fremmede genetiske materiale inn
i det genetiske materiale hos cellen.

Genavleveringssystemet kan innbefatte enten en viral eller
ikke-viral vektor. Virale genavleveringssystemer innbefat-
ter rekombinante virusvektorer sa som adenovirusvektorer,
retrovirusvektorer, kobbevirusvektorer, mutante virus
(beskrevet ovenfor) og virosomer. Ikke-virale gen-avleve-
ringssystemer innbefatter DNA-konjugater med sukker, poly-
lysin, polyetylenimin, polyetyleniminderivater, og liposo-

mer, sammen med deres derivater.

Ikke-virale genavleveringssystemer sa som dem som benytter
sukkere, sukkerderivater, liposomer, liposomderivater og
polyetylenimin eller polyetyleniminderivater er foretruk-
ket. Av disse er sukker og polyetyleniminderivater tilpas-
set 3 midlrette mannosereseptoren hos immunssystemcellene
mest foretrukket.

Ikke-virale genavleveringssystmer gir flere fordeler i for-
hold til virale genavleveringssystemer: 1) for det farste
blir den ikke-virale vektor ikke gjenkjent av immunsyste-
met, slik at ingen immunrespons blir dannet mot den. Som et
resultat er det mer sannsynlig at individer behandlet med
sluttvaksinen vil tolerere og utvikle tilfredsstillende im-
munrespons i tilfeller med gjentatt immunisering; 2) ikke-
virale systemer er potensielt sikrere enn virale systemer
fordi det ikke finnes noe mulighet for at systemet vil mu-
tere pa en uventet mate; 3) ikke-virale systemer kan bli
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kjemisk syntetisert i store mengder, og er derfor potensi-

elt mindre kostbare.

Den foretrukne utferelsesform er basert pa en kationisk po-
lymer, polyetylenimin (PEI). PEI binder til DNA og danner
komplekset. PEI-DNA-komplekset kan trenge inn i endosomet
hos hudens antigenpresenterende celler, Langerhans-celler,
via asialoglykoprotein reseptormediert endocytose. Derpa
utnytter PEI-komponenten av dette komplekset endosombuf-
rering og svelling som en unnslippende mekanisme til cyto-
plasma [Pollard H; Remy JS; Loussouarn G; Demolombe S; Behr
JP; J Biol Chem 1998 Mar 27; 273(13):7507-11]. PEI kan ogsa
bli modifisert til & malrette andre reseptorer. For eksem-
pel, oppndr et PEI-derivat, sa som en sukkermodifisert PEI,
lignende resultater, bortsett fra at det blir tatt opp
gjennom cellens mannosereseptor. Slike derivater kan bli
laget i laboratoriet. For eksempel kan et isotiocyananto-
fenylfenyl-mannosederivat bli koblet til PEI 25 kDa, noe
som gir en ligand (eller, mannoseresiduum av lav affinitet
for mannosereseptoren, 1 mM). En annen mulighet er & bruke
linear PEI 22k Da derivatisert mannotenpaoseligand. (Disse
materialer ble vennlig gitt av Dr. Jean-Paul Behr, Labora-
toire de Chimie Genetique, Faculte de Pharmacie, CNRS-UMR
7514 74 route du Rhin 67401 Illkirch, Frankrike)

Mannosereseptoren er et 175-kDa transmembranglykoprotein
som spesifikt uttrykkes pd overflaten av makrofager og
Langerhans-celler. Ektodomenet av mannosereseptoren har
atte karbohydrat gjenkjennelsesdomener. Mannosereseptoren
gjenkjenner menstrene av sukkere som bazres av en mengde
bakterier, parasitter, gjzr, sopp, og mannosylerte ligan-
der. [Takahashi K; Donovan MJ; Rogers RA; Ezekowitz RA,
Cell Tissue Res 1998 mai; 292(2);311-23]. I motsetning til
F.-reseptor, rekonstituerer mannosereseptoren seg selv mens
den frigjer sin last [Stahl et al. Cell 1980 19:207]. Det
kan saledes internaliseres ligander i suksessive runder, pa
en mdte som likner transferrinreseptoren, og som gir en

vedvarende kapasitet for antigeninnfanging ([Goldstein, et
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al, 1985, Annu Rev Cell Biol. 1:1]. Det har nylig blitt
oppdaget at mannosereseptormediert opptak av antigener re-
sulterer i omkring 100 ganger mer effektiv antigenpresenta-
sjon til T-celler sammenlignet med antigener internalisert
via vaskefase [Engering et al. 1997, Eur. J. Immunol.
27:2417-2425). Denne gkede antigenpresentasjon er grunnet
heyt effektivt opptak av antigener via mannosereseptoren.
Av disse grunner er det antatt at det & mdlrette mannosere-
septoren kan gi bade spesifisitet for antigenpresenterende
celler og forbedret effektivitet av funksjonelt opptak av
komplekset i endosomet.

Barematerialet

Bzrematerialet som benyttes i genavleveringskomplekset
ifelge foreliggende oppfinnelse, er den del av genavleve-
ringskomplekset som binder sammen et genavleveringssystem
med en cellular reseptor. I en utfegrelsesform er baremate-
rialet et immunoglobulin G (IgG). IgG er et Y-formet mole-
kyl med to Fy-segmenter som har antigenbindende seter og
et Fc-segment som binder til den cellulzre reseptor kalt
F.-reseptor. Immunsystemceller sa som B-celler, mononukle-
are fagocytter, granulocytter og dendrittceller har Fc.-re-
septorer. Nar IgG blir brukt som et bazremateriale, malret-
ter den spesifikt celler som har F.-reseptorer.

For & endre spesifisitet til barematerialet for & malrette
andre celler, kan F.-delen av antistoffet bli erstattet med
andre reseptorbindende domener, sd3 som komplement, sukker

eller transferrin.

Hvor bazrematerialet er et antistoff, blir store komplekser
dannet, og bazrematerialet og genavleveringssystemet blir
fortrinnsvis kombinert i like mengder. Hvor det er ensket a
opsonisere partikkelen, overskrider mengden av baremateria-
let i stor grad mengden av genavleveringspartikler. Bade
endocytose og fagocytose blir gket 1 tilfellet med store

komplekser og opsoniserte partikler. Genavleveringskomplek-
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set blir fortrinnsvis opsonisert med b@rematerialet. Hvor
et opsonisert genavleveringskompleks som danner et anti-
stoff kompleks bundet med en avleveringspartikkel som in-
korporerer fremmed genetisk materiale blir administrert til
et individ, vil den cellul@re immunrespons bli maksimali-
sert i forhold til den humorale immunrespons. Dendrittcel-
lene vil bli aktivert av de opsoniserte komplekser, og en-
docytose vil vere mer effektiv. I tillegg vil de multiple
antistoff blokkere de antigenede determinanter (epitoper)
av avleveringspartikkelen. Felgelig vil ingen direkte anti-
stoffrespons til avleveringspartikkelen vare ventet. I til-
legg vil enkelte antistoffkomplekserte antigener binde til
F.-reseptorsetet av B-celler, noe som ytterligere inhiberer
deres antistoffrespons. Imidlertid vil cellul®r immunitet
bli stimulert fordi komplekset vil bli endocytosert eller
fagocytosert av forskjellige typer antigenpresenterende
celler, innbefattende dendrittceller og makrofager.

I en foretrukket utferelsesform er baremidlet kovalent bun-
det til det ikke-virale genavleveringssystem. PEI kan bli
kjemisk modifisert med sukkere (for eksempel mannose, glu-
kose, galaktose, etc.). Barematerialet er i dette tilfelle
sukkerliganden, som blir gjenkjent av mannosereseptoren.
For &8 endre barematerialets spesifisitet, kan sukker bli
erstattet med andre reseptorbindende domener.

In vivo genavlevering

Genavleveringskomplekset kan bli injisert direkte i blodet,
huden eller et annet sted hvor celler tilsvarende bindings-
spesifisiteten til barematerialet befinner seg. Komplekset
kan bli pafert pd huden eller slimhinneoverflatene direkte.
I dette tilfellet er det foretrukket at Langerhans-cellene
er overflateaktivert. Aktivering kan bli oppnadd med resep-
torstimulering (for eksempel mannosereseptor), toksinakti-
vering (koleratoksin), en vev- eller celleskade sa som in-
flammasjon, og kan vare fslgen av annen antigenstimulering.
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Komplekset kan bli infusert ved & bruke et pediatrisk mate-
rgr oralt, vaginalt eller rektalt i tilfellet med voksne
mennesker eller dyr eller neonater. Neonater kan reagere
bedre pad oral administrasjon enn voksne. Alternativt kan
genavleveringskomplekset bli pakket i et suppositorum og
satt inn i vagina eller rektum.

Hvor det benyttes en viral avleveringspartikkel, kan avle-
veringspartikkelen bli injisert direkte i muskelen eller
huden, ved tilstedevarelse eller fravar av adjuvanter, hos
individet i to separate hendelser for hey titer av anti-
stoffproduksjon in vivo. Den ferste injeksjon vil i hoved-
sak resultere i en humoral immunrespons. Det vil si egen-
skapen & produsere store antall antistoff vil resultere.
Hvor en konsentrasjon av IgG-antistoff som er tilstrekkelig
a opsonisere avleveringspartikler er tilgjengelige (den kan
bli malt eller undersegkt ut fra erfaring), sid kan avleve-
ringspartikkelen bli administrert en andre gang som beskre-
vet 1 1-3 ovenfor. Setet for den andre administrasjon ma

bli valgt neye for & sikre at celler som kan fagocytere el-

ler endocytere de opsoniserte antigener er tilstede.
Behandling av aktiv infeksjon

En vaksine fremstilt ved anvendelse av genavleveringskom-
plekset ifelge foreliggende oppfinnelse kan ogsd bli brukt
for & behandle aktiv HIV-infeksjon. HIV replikerer i stor
utstrekning, muterer rask slik at, mens immunsystemet er i
stand til & gi en effektiv respons til en gitt type HIV-
partikkel, blir tilstrekkelige nye varianter av partikkelen
produsert for 4 ha et forsprang pa immunsystemet. Dersom
replikasjon av villtypeviruset kan bli undertrykt enten for
immunsystemet blir skadet i vesentlig grad eller lenge nok
til a tillate immunsystemet a komme seg, kan den aktuelle
vaksinen bli brukt til & forsterke immunsystemets egenskap
4 gjenkjenne de nye varianter av viruset, og derved & gi en
metode for a kontrollere viral replikasjon i individer som
allerede har blitt infisert.
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Medikamentkombinasjoner som er effektive til i det minste
temporart & inhibere HIV-replikasjon, er kjent. Foreligg-
ende sgkere har vist at medikamentkombinasjoner innbefat-
tende hydroksyurea, en eller flere revers transkriptase-
inhibitorer og, eventuelt en eller flere proteaseinhibi-
torer er spesielt effektive, og gir for enkelte pasienter
mulighet til & stoppe medikamentbehandling over lengre
tidsperioder. Se USSN 09/056,691, innlevert 8. april 1998
“Method of Inhibiting HIV by Combined Use of Hydroxyurea, a
Nucleoside Analog, and a Protease Inhibitor, USSN 09/048,-
753, innlevert 26. mars 1988 “Method of Inhibiting HIV us-
ing Hydroxyurea and Reverse Transcriptase Inhibitor in vi-
tro” og USSN 09/048,756, innlevert 26. mars 1998, Method of
Rendering a HIV Population Replication Incompetent in vivo.
Genavleveringskompleksene ifglge foreliggende oppfinnelse
kan anvendes ved behandling av en pasient som har aktiv
HIV-infeksjon sammen med en passende medikamentkombinasjon
inntil den virale belastning i blodet har nadd et passende
lavt niva, mindre enn omkring 50.000 kopier per ml, fort-
rinnsvis mindre enn 10.000 kopier per ml, mer foretrukket
mindre enn 200-500 kopier per ml. Pasienten blir sa vaksi-
nert ved & bruke genavleveringskomplekset ifelge forelig-
gende oppfinnelse mens medikamentkombinasjonen undertrykker
replikasjon av villtypeviruset.

De fwlgende eksempler blir presentert for det formal & il-
lustrere utferelsen av foreliggende oppfinnelsen.

Eksempler

1. Ekspresjon av plasmid DNA som koder for et repli-
kasjonsdefektivt HIV i dyrket DC

Det finnes flere kilder for DC. DC kan bli isolert fra ben-
marg CD34+ hematopoietiske forleperceller. Mononukleazre
benmargceller vil bli atskilt med Ficoll-Hypaque gradient-
sentrifugering. Disse celler vil bli positivt selektert med
humane CD34-antistoffkonjugerte magnetiske kuler (Dynal De-
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tachabeads) og CD34+-celler vil bli fjernet fra magnetiske
kuler ved & bruke heoyaffinitet polyklonalt antistoff mot
CD34 monoklonalt antistoff. Disse celler kan differensiere
til DC nar de blir dyrket med stamcellefaktor, GM-CSF og
TNF-alfa [Canque, B., M. Rosenzwaig, et al. (1996). “The
effect of in vitro human immunodeficiency virus-infection
on dendritic-cell differentiation and function.” Blood

88(11):4215-28.]

Monocyttavledede DC ble dannet fra perifere mononuklezre
blodceller ved tilstedevarelsen av GM-CSF og IL-4 [Bender,
A., M, Sapp, et al. (1996). “Improved methods for the gene-
ration of dendritic cells from nonproliferating progenitors
in human blood.” J Immunol Methods 196(2):121-35.] P4 dag 4
ble celler transfektert med lipofektamin, kompleksbundet
med plasmid DNA som koder for HIV-1/Lwint- (et integra-
sjons—- og replikasjonsdefektivt HIV beskrevet i USSN
08/803,484). Lipofektamin er et kommersielt tilgjengelig
kationisk liposom som er anvendelig som en transfeksjons-
reagens (tilgjengelig fra Gibco BRL Life Technology, PM.
Gaithersburg, Md., US). 48 timer senere ble celler vasket
og analysert. Renheten av DC, karakterisert ved Fluoresen-
saktivert cellesorterer (FACS) som maler overflatemarkerer
(FACS) wvar 90,6%. DC-celletyper ble funnet & vare CD3-,
CD19-, CD56-, CD14- og HLA DR+ ved a bruke FACS-analyse.
Ekspresjonen av HIV-1 Gag og Env- og Tat-proteiner ble ogsa
malt ved FACS i permeabiliserte celler. Nivaet av ikke-spe-
sifikk binding av kontrollisotop Ig var den samme i de
kontrolltransduserte og spesifikke plasmidtransduserte cel-
ler. Det ble funnet i tre uavhengige forsgk at 25-37% av
HIV-1/Lwint-transduserte DC uttrykte Env-, Gag- og Tat-pro-
teiner. Det vil si 25-37% av cellene i1 de transduserte pre-
ver uttrykte HIV-proteiner. Transduserte og kontrollcelle-
prever ble ogsa dobbeltfarget med p24- og B7-2-antistoff
for 4 vise at DC og ikke-makrofager uttrykte antigenet.
Disse resultater er overraskende gode, fordi ved & bruke
samme metoder med et annet plasmid DNA (CMV-drevet hemag-
glutinin av influensa virusgen) uttrykte kun 5-8% av de
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transfekterte celler proteiner. Disse resultater viste at

defektive HIV effektivt kan bli uttrykt av transdusert DC.

2. DNA som koder for replikasjonsdefektive virus er mer
effektive antigener enn DNA som koder for ett eller flere

proteiner

I et uavhengig forsgk ble ekspresjonen av to forskijellige
HIV-plasmider i DC sammenlignet: HIV-1/Lwint- og LTR-tat.
Begge konstruksjoner er drevet av samme promotoren: HIV-1-
LTR og ekspresjonen av begge konstruksjoner avhenger av
transaktiveringen av Tat. Transfeksjon ble utfert som be-
skrevet i eksempel 1, og 48 timer senere ble ekspresjon av
Tat-proteinet analysert med FACS. Det ble funnet at 32% av
HIV-1/Lwint-plasmidtransfekterte DC uttrykte Tat-protein. I
motsetning til dette uttrykte kun 10% av de LTR-tat- trans-
fekterte DC det samme Tat-protein. Dette resultat var over-
raskende fordi i dette sammenligningsstudium ble det ventet
samme effektivitet med de to forskjellige konstruksjoner.
Replikasjonsdefektive virus har klart egenskapen a danne
viral partikkel som kan bli frigjort fra cellen. Siden an-
tigenpresentasjon avhenger av genekspresjon i DC, viser
dette forsek klart at DNA som koder for defektive virus er
mer effektive antigener enn DNA som koder for ett eller
flere proteiner.

3. Transduserte, dyrkede DC aktiverer naive CTL in vitro

Etter transduksjon ble DC dyrket med autologe T-celler ved
et forhold pa 1:10. Etter 7 dager ble disse T-celler benyt-
tet som en effektor til & lysere (drepe) en monocytt-/mak-
rofagcellepopulasjon fra samme donor som hadde blitt pulset
med p55, som er et HIV-protein passende benyttet som en
marker. Denne CTL-aktivitet ble malt ved a bruke Cr-frigje-
ringsassay. Som figur 5 viser, lyserte CTL indusert med
transdusert DC malcellene spesifikt og effektivt. Fordi
dannelse av CTL in vivo er vanskeligere enn in vitro, viser
disse forsek at celler som har blitt utsatt for genetisk
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immunisering kan aktivere naivt CTL slik at de effektivt
vil lysere in vivo infiserte celler. Videre viser forsek
ytterligere at DNA som koder for et defekt virus ikke bare
uttrykker effektivt HIV-gener, men kan ogsd danne en effek-

tiv immunrespons.

4. Ex vivo genetisk immunisering med transduserte DC

For & bevise in vivo-effektiviteten av genetisk immunise-
ring i aper, ble dendrittceller dannet fra 40 ml perifert
blod fra grisehale-maskeaper. Celler ble transfektert med
LW/int- plasmid ved & bruke polyetylenimin som beskrevet i
eksempel 5. De transfekterte DC ble vasket og injisert i
unge grisehale-maskeaper 36-48 timer etter transfeksjon. En
del av de transfekterte DC ble injisert subkutant og en del
ble injisert intravenegst. Etter 4 uker og kun ett immuni-
seringsforsegk viste en ape allerede CTL-respons (Fig. 6),
noe som antyder at in vitro-resultatet kan bli reprodusert
in vivo i dyr. I motsetning til dette har HIV subenhetvak-
sinene som for tiden er godkjent for fase III humane kli-
niske forsek, ikke blitt vist & danne noe CTL-respons, selv
etter flere immuniseringsforsek.

S. Polyetyleniminmediert genoverfgring i dyrkede den-
drittceller.

Dendrittceller ble transdusert med plasmid som koder for
HIV-1/Lwint- som i eksempel 1, bortsett fra polyetylenimin
(PEI vennlig gitt av Dr. Behr) ble benyttet istedet for 1li-
pofektamin. Cellene ble undersokt som i eksempel 1, og mer
enn 60% av dendrittcellene transdusert ved 3 bruke polyety-
lenimin uttrykte HIV-l-proteiner i motsetning til 25-37% av
celler transdusert ved & bruke lipofektamin. Siden lipofek-
sjon til nd var den beste genoverfgringsmetode til a intro-
dusere plasmid DNA i DC, viser dette forsek at PEI er det
mest effektive ikke-virale genavleveringssystemet til &
overfegre gener i DC. Imidlertid viste bade PEI og lipofek-
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tamin stor toksisitet overfor dendrittceller, som malt med

tripanbléd farging.

6. Spesifikk malretting av DC via mannosereseptor

Ikke-utviklede DC ble dannet som beskrevet ovenfor i eksem-
pel 1 og transfektert med DNA som koder for et grent fluo-
rescent protein (GFP). Dette DNA ble brukt som en marker
for genekspresjon, fordi celler som uttrykker det grenne
fluorescente protein lyser opp grent etter fluorescent-sti-
mulering. Felgelig kan transfekterte celler bli gjort syn-
lige med fluorescentmikroskopi og stremningscytometri
(FACS) .

PEI modifisert med forskjellige sukkere ble valgt til a
malrette mannosereseptoren pa overflaten av dendrittceller
fordi mannosereseptoren gjenkjenner alle megnstrene av suk-
kere pa overflaten av bakterier, parasitter, gj®r og sopp.
DNA ble kompleksbundet med PEI og med forskjellige sukker-
barende polyetyleniminer (tilgjengelig ved spesiell bestilt
basis fra Dr. Jean-Paul Behr, Laboratoire de Chimie Geneti-
que, Faculte de Pharmacie, CNRS-UMR 7514 74 route du Rhin
67401 Illkirch, Frankrike). 2 mikrogram DNA ble inkubert
med forskjellige derivater av PEI i 150 mM NaCl (10:1 N:P
forhold) ved romtemperatur i omkring 5 minutter. Derpad ble
DC transdusert med kompleksene i 6 timer, vasket, og grenne
fluorescente celler ble analysert etter 48 timer. Det ble
funnet at den mest effektive PEI-sukkermodifikasjon er PEI-
mannose (Tabell 1).

Tabell 1. Forskjellige komplekser for in vitro-transduksjon
av dendrittceller

Forsgk % av celler som uttrykker
grent fluorescentprotein

1. Kontroll 4

3. PEI-mannose-DNA 43

4. PEI-galaktose-DNA 23

5. PEI-glukose-DNA 19
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7. In vitro PEI-mannosemediert genoverfgring i dyrkede
dendrittceller

Det mannosebarende polyetylenimin (PEI-man) er et isotio-
cyanantofenylfenylmannosederivat, koblet til PEI 25 kDa,
noe som gir en ligand (eller mannoseresiduum av lav affi-
nitet for mannosereseptoren, 1 mM). Det har tidligere blitt
vist at inngang via asialoglykoproteinreseptoren (benyttet
av PEI) krever at komplekset er ladet, dette vil si mer PEI
enn DNA ma bli brukt. Nar komplekset blir neytralisert, det
vil si PEI blir neytralisert av DNA, kan komplekset ikke
trenge inn via asialoglykoproteinreseptoren. [Zanta MA;
Boussif O; Adib A; Behr JP. Bioconjug Chem 1997 nov-
des;8(6):839-44). Disse forskere utviklet et hepatocytt-
direkte kompleks; det induserer flere nekkeltrekk antatt a
favorisere in vivo genavlevering til leveren: 1) elektro-
statisk neytrale partikler som unngdr ikke-spesifikk bin-
ding til andre celler, og 2) & unngd asialoglykoprotein re-
septormediert endocytose. Dette system var basert pad en 5%
galaktosebarende polyetylenimin (PEI-gal)-polymer som er
kondensert med plasmid DNA til neytralitet.

Det blir funnet at med PEI-man-DNA-komplekser er mindre DNA
nedvendig til & neytralisere PEI-man sammenlignet med PEI.
Gel-elektroforeseforsek ved & bruke forskjellige N:P for-
hold av PEI-DNA-komplekser viste at 5:1 (N:P) av PEI-
man:DNA-kompleks har neytral ladning, i motsetning til 3:1
(N:P) PEI-DNA-kompleks. {Neoytraliseringen av PEI med DNA
avhenger av N(nitrogen):P(fosfat) forholdet; hvor ett
mikrogram DNA = 3 x 109 molar P og 1mM PEI = 109 molar
N/mikroliter. Dette betyr for eksempel at 10:1 forhold er
blandingen av 3 mikroliter 10mM PEI og 1 mikrogram DNA).

Human DC ble isolert som beskrevet ovenfor. Renhet av DC,
karakterisert ved FACS, var over 99%. Ved & mdle celleleve-
dyktighet med tripanblad farging, ble det funnet at PEI-man



10

15

20

25

30

28

var mye mindre toksisk enn PEI. Det ble ogsa funnet at bade
PEI og PEI-man er i stand til & introdusere DNA i DC, men
PEI-mannose er mer effektivt. Ved 5:1 (N:P) forhold er PEI-
man-DNA-kompleks negytral, og felgelig er komplekset kun i
stand til & trenge inn DC via mannosereseptoren. Under
disse forhold uttrykte 30% av DC det grenne fluorescente
protein. I motsetning til dette er 5:1 (N:P)-forhold PEI-
DNA-kompleks ladet og komplekset trenger inn via asialogly-
koproteinreseptoren. Under disse forhold uttrykte 14% av DC
det grenne fluorescente protein (fig. 4).

8. In vivo genavlevering til Langerhans-celler i huden

I huden er de eneste celler som kan endocytere mannosylerte
ligander Langerhans-cellene. Fglgelig var hovedspersmalet
hvor vidt PEI- (man)-komplekset kan trenge inn i huden og
transfektere Langerhans-celler in vivo. PEI-(man) ble kom-
pleksbundet med plasmid-DNA som koder for et grent fluore-
scent protein (GFP). Forsegk med forskjellige genavleve-
ringskomplekser ble utfert som beskrevet i fig. 3. Komplek-
set inneholdt 50 mikrogram DNA og 8,25 mikroliter 100 mM
PEI-man i en 5-10% glukoseopplesning (optimum = 8%).
BALB/c-mus ble bedgvet, og ryggene hos musene ble barbert.
0,1 ml av kompleksene ble pafert pa huden i en time eller
subkutant som indikert i tabell 2. Mus ble avlivet 6 timer
etter immunisering og hudprever ble plassert i DMEM-medium
supplementert med 10% fetalt kalveserum og antibioctika. Un-
der disse betingelser migrerer celler innbefattende Langer-
hans-celler ut fra huden. En dag etter ble de migrerende
celler samlet opp og analysert med stregmningscytometri
(FACS), fordi denne analyse kan gjenkjenne celler som ut-
trykker det grenne fluorescente protein. I den aktuelle
analyse ble kun den store og tette cellepopulasjon analy-
sert, fordi bade dendrittceller og Langerhans-celler er

kjent for & vere store, tette celler.

Tabell 2. In vivo-transduksjon av Langerhans-celler i huden
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Forsek % av celler som uttrykker
det grenne fluorescent pro-
tein

1. Kontroll 0,84

2. Subkutant PEI-DNA 0,20

3. Subkutant DNA 1,74

4. Transkutant PEI-DNA 6,52

5. Transkutant DNA 29,10

6. Transkutant PEI-man-DNA 22,99

Disse forswk viser at 1) transkutan genavlevering resul-
terer i mer effektiv genoverfering i Langerhans-celler enn
subkutan avlevering (sammenlign forsek 2 & 4 eller 3 & 5).
Dette er viktig, fordi en av de beste foreliggende vaksina-
sjonsteknologier benytter subkutan injeksjon. 2) Inntreng-
ning via mannosereseptorer er mer effektiv til & transfek-
tere in vivo Langerhans-celler enn inntrengning via asia-
loglykoproteinreseptoren (sammenlign forsek 4 & 6). Disse
in vivo-forsegk bekrefter in vitro-forsek (se fig. 4). Fel-
gelig er det sukkermodifiserte genavleveringssystem fore-
trukket til & transdusere antigenpresenterende celler.

9. Transduserte Langerhans-celler migrerer til lymfeknu-
tene

BALB/c-mus ble preparert som i eksempel 8, og 0,1 ml prever
av PEI-man-DNA-komplekset ble péfert pa huden i en time. 2
dager senere ble dyrene avlivet og lymfeknuter (LN) ble
fjernet. Ekstra LN ble undersskt fordi de er de uttrekkende
LN pd ryggen, og migrerende Langerhans-celler kunne bli
funnet der. De aktuelle LN ble frosset, skaret i skive og
undersekt under fluorescent mikroskop. De aktuelle LN fra
forsgksmus ble sammenlignet med LN fra en kontrollmus. Det
var mulig & pavise omkring 15 gregnne fluorescente celler i
prevene fra forseks-LN og ingen i kontroll-LN. Disse resul-
tater demonstrerer at komplekset trengte inn i celler som
138 i huden, og cellene var i stand til & migrere i LN og
uttrykke det grenne fluorescente protein. Morfologien av

disse grenne celler ligner DC-morfologi: de er store celler
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og beliggenheten av den grenne fluorescens viser et “bul-
kede” mgnster, som er karakteristisk for DC. (Andre celler,
for eksempel 293 celler viser et diffust grent menster i
cytoplasma.) I tillegg er den eneste celletype som er i
stand til & plukke opp antigener og migrere til LN Langer-
hans-cellene. Disse celler er de eneste celler i huden som
barer mannosereseptoren for & ta opp komplekset, og etter
aktivering er de kijent for & migrere i de uttrekkende LN,

Disse forsek viser at PEI-(Man)-DNA-komplekset er i stand
til & trenge gjennom huden, og avlevere DNA til Langerhans-
celler. Langerhans-cellene ble aktivert og migrerte til de
uttrekkende LN og uttrykte gener kodet av DNA-konstruksjo-
nen i LN. Det er kjent at dyrket DC reinjisert i kroppen
migrerer i LN og danner effektiv immunrespons. Foreliggende
oppfinnelse viser at in vivo-isolering av DC ikke er ned-
vendig for & overfere gener til Langerhans-celler eller for
genekspresjon i lymfoidorganene. Det har ogsa vist at eks-
presjon av et replikasjonsdefektivt virus i DC resulterer i
effektiv induksjon av en CTL-respons in vitro og in vivo
(se ovenfor). Felgelig er det vist at transkutan genavleve-
ring med komplekser (lik PEI-man-DNA) kan bli benyttet for
4 danne immunresponser mot proteiner kodet av DNA.

10. Sukker-DNA-komplekser for a transdusere langerhans-
celler i huden

Forsgksresultater vist i tabell 2 ga bevis for at et suk-
ker-DNA-kompleks, ved fraver av PEI-man, kan transdusere
Langerhans-celler in vivo. Sukkerkompleksbundet DNA i fra-
ver av PEI er mer effektiv for bruk i badde subkutane og
transkutane metoder enn DNA kompleksbundet med PEI (se ta-
bell 2, forsegk 3 & 5). Dette er et meget overraskende re-
sultat. Det viser at sukkere (for eksempel 8% glukose i
disse forsek) ogsd kan kompleksbinde DNA og avlevere DNA
til Langerhans-cellene via mannosereseptoren. Viktig er det
at den mest effektive genavlevering in vivo til Langerhans-
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cellene var det sukkerkompleksbundne DNA benyttet pa
transkutan mate.

Det blir ventet at immunisering med sukker-DNA-komplekset
ogsa ville resultere i migrering av Langerhans-cellene til
den uttrekkende lymfeknute. Grunnen er at den samme meka-
nismen blir benyttet for inngang til Langerhans-celler:
mannosereseptormediert opptak. Fordelen ved & bruke sukkere
som adjuvanter i de for tiden benyttede vaksinasjonstekno-
logier er at heyere prosentdeler av Langerhans-celler vil
vere involvert i dannelse av immunrespons. Dette er ventet
signifikant & eke effektiviteten av aktuelle vaksinasjons-
strategier, for eksempel & blande vaksiner med sukkere for
subkutan, intradermal og intramuskular injeksjon av DNA og

proteinantigener.
11. Implikasjoner av transkutan immunisering

Foreliggende teknologi vil revolusjonere immuniseringsme-
todene fordi ingen nadler er nedvendige. Den beskrevne
transkutane immunisering er en meget enkel teknologi som
kan bli brukt for billig vaksinasjon i bade den utviklede
og utviklende verden.

Enkelheten ved metodologien og det faktum at de antigen-

presenterende celler blir effektivt transdusert tillater &
bruke enhver DNA-sekvens som er 1 stand til & danne et im-
munogent protein. Derved kan det bredeste spektrum av syk-
dommen bli malrettet for immunisering, for eksempel infek-

sjonssykdommer og kreft.

Den eneste mate 34 fjerne infeksjonsdyktige sykdommer, 1lik
HIV-infeksjon, hepatitt, malaria, er en enkel og billig
vaksinering.

Vaksiner uten nalestikk vil vere spesielt velkommen for
foreldre av smd barn.



10

32

Bruk av foreliggende oppfinnelse tillater potensielt utvik-
lingen av sikrere vaksiner. De f& negative reaksjoner pa
klassiske vaksiner er enkelte ganger grunnet en allergisk
reaksjon overfor bi-produkter av den vaksinefremstillende
prosess. Hvor slike ytterligere materialer (for eksempel
eggealbumin) kan bli eliminert, kan graden av negative re-

aksjoner samtidig bli redusert.

Den kan bli brukt for immunisering til behandling av syk-
dommer med eller uten kombinatorisk kjemoterapi.
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PATENTEKRAYV

1. Genavleveringskompleks egnet for transkutan avlevering
av gener til antigenpresenterende celler av huden,
karakterisert ved at det omfatter fremmed
genetisk materiale og et sukkermolekyl eller polyetylenimin
og et sukkermolekyl.

2. Genavleveringskompleks ifelge krav 1,
karakterisert v e d at det fremmede gene-
tiske materialet koder for et reverstranskriptaseavhengig
virus eller et mutant reverstranskriptaseavhengig virus,
eksempelvis minst en vesentlig del av et replikasjonsdefekt
humant immunsviktvirus.

3. Genavleveringskompleks ifeglge krav 2,
karakterisert v e d at det fremmede gene-
tiske materialet er DNA som koder for minst en vesentlig
del av et integrasjonsdefekt humant immunsviktvirus, sa som
minst en vesentlig del av en integrasenegativ mutant av et

to-tropisk primert isolat av et humant immunsviktvirus.

4, Genavleveringskompleks ifwlge krav 3,
karakterisert v e d at DNA ytterligere inn-
befatter en eller flere stopkodoner i en eller flere av le-
serammene for integrasegenet.

5. Genavleveringskompleks ifglge krav 1,
karakterisert v e d at komplekset er wvalgt
fra gruppen omfattende DNA-konjugater av sukkere, sukkere
og polyetylenimin, polyetyleniminderivater, og blandinger
derav, eksempelvis et DNA-konjugat av sukkermodifisert po-
lyetylenimin eller et DNA-konjugat av glukose.

6. Genavleveringskompleks ifelge krav 5,
karakterisert v e d at komplekset har en spe-
sifikk affinitet for mannosereseptoren.
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7. Genavleveringskompleks ifglge krav 1,
karakterisert v e d at den antigenpresente-
rende celle er en Langerhans-celle, eller hvor den anti-

genpresenterende celle er en dendrittcelle.

8. Genavleveringskompleks ifglge krav 1,
karakterisert v e d at reseptoren er en man-

nosereseptor.

9. Anvendelse av et genavleveringskompleks ifglge ethvert
av kravene 1- 8, for a fremstille et medisinsk produkt som
er egnet for preventiv og terapeutisk immunisering mot en

virusinfeksjon, fortrinnsvis en reverstranskriptaseavhengig

virusinfeksjon, mer foretrukket mot en HIV-infeksjon.
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