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Formal

Vi gnsker med indevaerende projekt at undersgge, hvorledes immunsystemet i raske personer reagerer pa
vaccination mod influenza. Nzermere bestemt g@nsker vi at afggre, hvorledes udtrykket af
immunhammende proteiner sendres i ugerne efter vaccination og bestemme, om immunsystemets celler
er i stand til at reagere pa stimulering med epitoper deriveret fra disse immunhammende proteiner. Dette
med det langsigtede formal at undersgge muligheden for immunmodulerende vaccination mod
immunhammende proteiner for at gge effekten af vaccination mod influenza og andre patogener.

Baggrund

Immunsystemet er en selvforsvarsmekanisme, der er skabt gennem evolutionen med det formal at
forhindre organismen i at blive invaderet af patogene organismer. Immunsystemet er imidlertid et yderst
potent forsvar, og for at forhindre, at immunsystemets komponenter — deriblandt i sardeleshed det
adaptive immunforsvar — forarsager vavsskade besidder immunsystemet en raekke mekanismer, der
haammer immunsystemets funktion og bremser den inflammatoriske proces.! Udover at veere i stand til at
draebe mikroorganismer og celler, der er inficeret med sadanne, er immunsystemet ogsa i stand til at
draebe kreeftceller.? Imidlertid er det péavist, at kreeftceller og andre celler i kraeftvaev bremser
immunsystemets angreb pa kraeftcellerne ved at anvende de immunhaemmende mekanismer naevnt
ovenfor.? Sdledes er det pavist, at immunceller, der er i stand til at genkende og draebe kraeftceller bliver
bremset i deres angreb pa kraeftcellerne, fordi kraeftcellerne udtrykker proteiner, der hammer
immuncellernes funktion. Erkendelsen af at kraeftceller bruger disse immunhammende mekanismer, som
et beskyttende skjold, har medfgrt et stort medicinsk gennembrud, idet antistoffer, der blokerer de
immunhammende mekanismer, ggr immunsystemet i stand til at genkende og draebe kraeftcellerne. Disse
blokerende antistoffer — benaevnt immuncheck-point h&mmere — har revolutioneret behandlingen af savel
modermaerkekraeft som ikke-smacellet lungecancer og bruges til behandling af adskillige kraeftsygdomme
nu til dags.*

Imidlertid har nyere forskning vist, at adskillige af de mekanismer, som bremser immunsystemets funktion
genkendes af immunsystemet selv.>*! Saledes er visse T celler, benzavnt anti-regulatoriske T celler, i stand
til at genkende og dreebe immunceller, der udtrykker de immunhaemmende proteiner, der bremser
immunsystemets funktion.*!3 Derved indeholder immunsystemets celler, der bade er i stand til at hamme
immunsystemets funktion og celler, der er i stand til at haeemme anti-inflammationen. Disse to
modsatrettede dele af immunsystemet sameksisterer i en delikat balance for at opretholde
immunhomgostasen og dermed forhindre, at der pa den ene side opstar autoimmunitet, og pa den anden
side opstar for lav aktivitet af immunsystemet, som derved ville tillade invasive patogener i at sla sig ned i
organismen med infektion til fglge.* Er der sdledes tale om udtalt inflammation i veevet vil indbyggede
mekanismer sgrge for at opregulere udtrykket af immunhammende og anti-inflammatoriske proteiner,
hvilket medfgrer at pro-inflammatoriske immunceller i vaevet enten dgr eller bliver inaktiveret. Centralt i
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denne regulering er de to proteiner indoleamine-1,2-dioxygenase (IDO) og programmed death ligand-1 (PD-
L1). | kraeftveev er immunhomgostasen imidlertid sat ud af spil idet kraeftcellerne og andre
immunhammende celler i kraeftvaevet sasom regulatoriske T-celler, M2 makrofager, myeloidt deriverede
supressorceller og cancer associerede fibroblaster overudtrykker de immunhaammende proteiner
deriblandt IDO og PD-L1.! Nyere forskning har imidlertid vist, at immunsystemets indbyggede evne til at
angribe og dreebe immunhaammende celler kan bruges til medicinsk kraeftbehandling ved at vaccinere mod
de immunhammende mekanismer sasom IDO og PD-L1. Selvom virkningsmekanismen for disse vacciner
endnu ikke er fuldt klarlagt, s& tyder resultater pa, at vaccinerne gger det allerede eksisterende anti-
regulatoriske T-celle respons i patienten.®1>17 De af vaccinen aktiverede anti-regulatoriske T-celler
infiltrerer kraeftvaevet, draeeber de immunhammende celler ved at genkende epitoper fra IDO og PD-L1,
som prasenteres pa HLA-komplekser af de immunhammende celler, hvorved disse dreebes. Saledes
reverteres det anti-inflammatoriske miljg i tumor-mikromiljget, inflammationen i kraeftveevet gges, og de
tumor specifikke T-celler kan nu sla kraeftcellerne ihjel.

Selvom disse immunhammende mekanismer kan synes ufordelagtige for organismen, sa er de som
benaevnt en naturlig del af immunreguleringen og saledes vigtige for at forhindre autoimmun sygdom og
kroniske inflammatoriske lidelser. Imidlertid er denne immunregulering ogsa vigtig i forbindelse med
infektion. Ved infektion i et givent vaev, vil stimuli primaert medieret af celler i det innate immunforsvar,
mediere en kraftig influx af immunceller, deriblandt T-celler, i det inficerede omrade. Immuncellerne vil
efter en tid have draebt mikroorganismerne, hvorfor der ikke lzengere er behov for inflammation i vaevet.
Denne anti-inflammation medieres af de ovenfor navnte immunhammende mekanismer sasom IDO og
PD-L1, der udtrykkes i inflammeret vaev. IDO og PD-L1 samt andre immunhaemmende proteiner sdsom og
transforming growth factor-beta (TGFb) er sédledes helt centrale for at heemme inflammationen efter en
infektion.'® Selvom denne hamning af immunsystemet er fordelagtig i langt de fleste tilfeelde mener vi, at
en forgget inflammation ved infektion i nogle tilfaelde kan veere fordelagtig, idet ikke alle infektioner cleares
fuldt ud og i stedet gar i en sakaldt latent fase og kan reaktivere ved en senere lejlighed. Dette faenomen
geaelder i serdeleshed herpesvirus.®

Profylaktisk vaccination mod patogener udggr et af de stgrste medicinske gennembrud og disse vacciner
bruges i dag med stor succes for at forhindre udbrud af infektionssygdomme. De fleste vacciner gives som
en del af bgrnevaccinationsprogrammet, hvorimod andre vacciner administreres afhangig af saesonens
variant. En af disse arlige vacciner er influenzavaccinen, som administreres én gang arligt til udvalgte
malgrupper sdsom kronisk syge og personer over 65 ar.%° Idet effekten af influenzavaccinen varierer fra ar
til ar og i visse ar langt fra effektivt beskytter mod smitte og sveer sygdom gnsker vi undersgge muligheden
for at gge effekten af denne vaccination.

Ved vaccination indtraeder der en lokal inflammation i det vaccinerede veev — en effekt, der er medieret af
vaccinens adjuvans.?! Denne inflammation kan sammenlignes med inflammationen ved infektion, og de
immunhammende mekanismer, der opreguleres ved infektion, mener vi sadledes ogsa opreguleres ved
vaccination. ldet de immunhammende mekanismer som IDO og PD-L1 opreguleres ved vaccination, tror er
vi af den overbevisning, at frekvensen af anti-regulatoriske T-celler, som er specifikke for IDO og PD-L1 og
andre immunhammende mekanismer, gges i det perifeere blod. Vi gnsker saledes at undersgge, om
udtrykket af immunhaammende mekanismer gges i forbindelse med vaccination mod influenza og afklare,
om antallet T-celler specifikke for disse immunhammende mekanismer gges i det perifeere blod. Dette vil
gdre os meget klogere pa, hvorledes de anti-regulatoriske mekanismer i immunsystemet reagerer pa
vaccination mod patogener, og vil ggre os i stand til at vurdere, hvorvidt der i fremtiden er mulighed for at
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foretage immunmodulerende vaccination samtidig med vaccination mod patogener, med henblik pa at gge
effekten af den patogen-specifikke vaccination.?

Hypoteser
1. Udtrykket af immunhaammende proteiner og regulatoriske celler i perifeert blod gges efter
vaccination mod influenza.
2. Mangden af anti-regulatoriske T-celler, som er specifikke over for IDO, PD-L1 og andre
immunhammende mekanismer stiger efter vaccination mod influenza.
3. Jo hgjere et anti-regulatorisk T-celle respons der ses, desto hgjere immunrespons rejses der mod
influenzavirus.

Metode

Vi gnsker at analysere immunceller hos forsggspersonerne at afggre, om udtrykket af immunhaammende
proteiner aendrer sig efter vaccination mod saesoninfluenza og afggre, om immunresponset mod epitoper
fra disse immunhammende proteiner s&endres efter vaccination mod sasoninfluenza. Derudover gnsker vi
at afggre, om et kraftigt immunrespons mod immunhammende mekanismer gger det influenza-specifikke
immunrespons. Der udtages en blodprgve pa i alt 100 mL blod fra alle forsggspersoner maksimalt to dage
fer vaccination mod saesoninfluenza. Derefter udtages endnu én blodprgve pa i alt 100 ml blod, to til seks
uger efter vaccination Derefter udtages ikke flere blodprgver. De hvide blodlegemer oprenses fra det
udtagne blod, og disse hvide blodlegemer vil blive anvendt til immunologiske forsgg mhp. at klarlaegge,
hvorvidt forsggspersonen har et immunrespons mod immunhammende proteiner. Desuden fraktioneres
ogsa plasma og serum fra det udtagne blod til analyse af specifikke antistoffer. De laboratoriemaessige
metoder til analyse vil veere Enzyme Linked Immunospot (ELISPOT), enzyme linked immunosorbent assays
(ELISA) og fluorescence activated cell sorting (FACS). Forskellen mellem immunresponset og udtrykket af
immunhammende proteiner sammenlignes og immunresponset mod IDO, PD-L1 mfl. korreleres med det
influenza-specifikke immunrespons. Analyserne vil forega pa Nationalt Center for Cancer Immunterapi,
Herlev Hospital og Institut for Immunologi og Mikrobiologi, Kebenhavns Universitet.

Biobank

Straks efter udtagelse af det biologiske materiale, vil de hvide blodlegemer blive isoleret vha. oprensning
med Lymphoprep og serum samt plasma vil ligeledes blive isoleret. Nogle immunceller anvendes allerede
pa dette tidspunkt til forsgg, mens de resterende celler vil blive frosset ned og komme til at indga i en
forskningsbiobank pa Nationalt Center for Cancer Immunterapi, Herlev Hospital. Arsagen til, at der oprettes
biobank er, at vi gnsker at fglge de fgrste forsggsresultater op med yderligere forsgg, men ogsa fordi det
ikke er muligt at anvende alt materialet pa én gang. Prgverne vil pa udtagelsestidspunktet blive
pseudonymiseret. Materialet, der indgar i denne forskningsbiobank, vil udelukkende blive brugt til forsgg,
der indgar i indevaerende forskningsprojekt. Forsggets opstartes den 1. september 2025 og afsluttes den
31. august 2027. Safremt der er materiale til overs i biobanken efter afslutning af projektet den 31. august
2027, vil vi ansgge Datatilsynet om oprettelse af en ny biobank med det overskydende materiale til brug for
fremtidig forskning. Et sadant nyt forskningsprojekt vil kreeve selvstaendig godkendelse fra Videnskabsetisk
Komité. Databeskyttelsesreglerne vil fortsat blive overholdt safremt biologisk materiale videregives til
denne biobank. Hvis forsggspersonerne ikke gnsker videregivelse til denne biobank, vil deres materiale
blive destrueret ved afslutning af indevaerende projekt, hvilket vil sige senest den 31. august 2027.
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Procedure for pseudonymisering af prgver

Prgverne bliver navngivet efter projektets identificeringsbogstaver, der er FLU. Prgve fra fgrste patient
bliver herefter kaldt FLU-1, prgver fra anden patient bliver kaldt FLU-2 osv. Saledes er der ingen
personhenfgrbare data pa materialet.

Statiske analyser og styrkeberegning

Det primaere effektmal er binaert (vaccinations respons). Pa baggrund af tidligere erfaring og
biologisk plausibilitet forventes en responsrate pa 30%. Vi sammenligner dette med en
nulhypotese om en baggrundsresponsrate pa 5%, svarende til ingen reel effekt. Med et
signifikansniveau pa 0.05 og @nsket power pa 80% er det beregnet, at 30 patienter er
tilstraekkeligt til at kunne pavise denne forskel (beregnet power = 81%).Forsggspersoner

samt in- og eksklusionskriterier
Vi @nsker at udtage 100 mL blod af to omgange med to til seks ugers mellemrum fra i alt 30 raske
forsggspersoner.

Inklusionskriterier:

- Alder>183arog<80ar.

- Myndig habil forsggsperson, der er i stand til at modtage og forsta skriftlig og mundtlig information
om projektet.

- Planlagt til vaccination mod saesoninfluenza inden for kommende to dage efter fgrste blodprgve til
projektet.

Eksklusionskriterier:

- Tidligere kraeftsygdom (non-melanom hudkrzaeft dog ikke eksklusionskriterie)

- Tidligere eller aktiv bindeveevssygdom

- Modtaget organtransplantation eller knoglemarvstransplantation

- Aktiv infektionssygdom sasom forkglelse eller halsbetaendelse.

- Medicinering med medicin, der kan s&endre immunsystemets sammensaetning, fx binyrebarkhormon
eller immunmodulerende behandling.

Risici bivirkninger og ulemper

Risikoen ved at fa taget blodprgve er meget lille og beror pa risiko for infektion og risiko for blgdning.
Huden afsprittes inden blodprgvetagning, og forsggspersonen bliver informeret om at trykke pa
punktursted i to minutter efter kanylen er taget ud. Forsggspersonen informeres om tegn pa blgdning og
infektion, og om, at han/hun bgr sgge egen laege i tilfaelde af dette.

Oplysninger fra patientjournaler
Der anvendes ingen oplysninger fra patientjournaler i dette projekt.

Respekten for forsggspersonernes fysiske og mentale integritet samt privatlivets fred
Respekten for forsggspersonernes fysiske og mentale integritet samt privatlivets fred vil blive overholdt og
ligesa vil lov om behandling af personoplysninger blive overholdt. Prgverne vil pa udtagelsestidspunktet
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blive pseudonymiseret og derfor skal ovenstaende projekt, jf. geeldende lovgivning ikke anmeldes til
Datatilsynet, men anmeldes til Privacy. Databeskyttelsesforordningen og databeskyttelsesloven overholdes.

Offentligggrelse af forsggsresultater

Bade positive, negative og inkonklusive resultater vil blive offentliggjort. Resultaterne af undersggelserne
vil spges publiceret i internationale tidsskrifter med peer review. Kan resultaterne ikke publiceres vil de
blive offentliggjort pa hjemmesiden for Institut for Klinisk Medicin, Kgbenhavns Universtitet.

@konomi

Initiativtager til projektet er professor, centerleder, dr. med. et dr. tech Mads Hald Andersen, Nationalt
Center for Cancer Immunterapi, Onkologisk Afdeling, Herlev-Gentofte Hospital. Den forsggsansvarlige er
leege, PhD, Morten Orebo Holmstrom, Nationalt Center for Cancer Immunterapi, Onkologisk Afdeling,
Herlev-Gentofte Hospital. Hverken initiativtager eller forsggsansvarlige modtager vederlag for
gennemfgrelse af forsgget.

Budget
Udgiftpost Belgb Finansiering
Blodprgveudstyr 5.000,- Nationalt Center for Cancer
Immunterapi, Herlev-Gentofte Hospital
Laboratorieanalyser 50.000,- Nationalt Center for Cancer
Immunterapi, Herlev-Gentofte Hospital
Total 55.000,-
Vederlag

Der gives ikke vederlag til forspgspersonerne.

Etiske aspekter

Der ingen stgrre risiko forbundet ved deltagelse i projektet, da eneste intervention er udtagelse af
blodprgve. Risikoen ved dette er meget lille (se under "Risici, bivirkninger og ulemper”). Projektet vil give
oplysninger om, hvorvidt den enkelte forsggspersons immunsystem reagerer pa influenzavaccination, og
hvorledes immunsystemet reagerer pa stimulering med epitoper fra immunhammende mekanismer. Det
vides ikke pa nuvaerende tidspunkt, hvorvidt dette er fordelagtigt eller ej for den enkelte person.

Rekrutteringsmateriale, rekruttering af deltagere og forlgb for indhentelse af informeret

samtykke

Forspgspersoner rekrutteres blandt ansatte pa Onkologisk Afdeling, Herlev-Gentofte Hospital. Alle ansatte
pa afdelingen bliver, som en del af smitteforebyggelse, hvert ar tilbudt vaccination mod saesoninfluenza.
Der bliver informeret om projektet ved morgenkonference eller lignende mgder pa afdelingen af laege
Morten Orebo Holmstrom, og forsggspersonerne kan herefter stille spgrgsmal til projektet, og det skriftlige
informationsmateriale udleveres herefter. Ved disse overordnede informationsmgder informeres om
retten til en bisidder til samtale i enmandsrum. Der afszttes desuden tid til, at forsggsdeltagerne kan
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konsultere forsggsansvarlige i enmandsrum, og ved denne samtale oplyses om retten til 24 timers
betaenkningstid .

Oplysninger om erstatningsordning
Forsgget er omfattet af patienterstatningen.
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