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Immunogenicitet af biologiske legemidler

Erfaringer med betainterferon, EPO og anti-TNF

Klaus Bendtzen

Behandling med biofarmaka - her forstiet som (glyko)prote-
iner produceret ved rekombinant genteknologi - formodes at
blive en betydelig del af fremtidens medicinske behandlings-
tilbud. Det er nu muligt at producere biofarmaka, som er
identiske eller nzesten identiske med naturligt forekommende
humane proteiner. Mange har derfor formodet, at disse medi-
kamina kan administreres med ingen eller ringe risiko for ud-
vikling af specifik T- og B-lymfocytreaktivitet, idet patienter
antages at veere immunologisk tolerante over for egne prote-
iner. Dette har desverre vist sig ikke at holde stik, idet selv
sakaldt 100% humane biofarmaka er potentielt immunogene
(Tabel 1). I det folgende omtales kort egne erfaringer inden
for terapeutisk anvendelse af interferon (IFN) og erythropoie-
tin (EPO) samt antistofkonstruktioner til neutralisation af
tumornekrotiserende faktor (TNF).

Betainterferon
Blandt de forst introducerede biofarmaka herer type I IFN,
idet rekombinant leukocyt IEN, rIFN-a, benyttedes til be-

handling af virusinfektioner, kort efter at generne for ca. 25 ar
siden blev karakteriseret. Og rekombinant fibroblast IFN,
rIFN- (betainterferon), har fet stor klinisk betydning, efter
at det i 1993 vistes at have effekt pa sygdomsforlebet ved dis-
semineret sklerose (DS) [1].

To hovedtyper af rIFN-3 anvendes, rIFN-B-1b og rIFN-[3-
1a. Forstnzevnte produceres af E. co/i og er derfor ikke som
nativt IFN-f3 glykosyleret. Stoffet afviger endvidere for to
aminosyrers vedkommende fra den native sekvens. rIFN-B-1a
produceres af ovarieceller fra kinesiske hamstre; det er glyko-
syleret - om end ikke pd samme made som det naturlige cyto-
kin - og aminosyresekvensen er identisk med nativt IFN-f.
Virkemaden af rIFN-3 ved DS er ikke praciseret, og da be-
handlingen for begge stoffers vedkommende ikke er helbre-
dende, strkker den sig ofte over flere ar.

De forste ars erfaringer viste ingen sikker relation mellem
udvikling af anti-IFN-B-antistoffer og manglende effekt ved
DS. Det skyldtes bl.a. sygdommens lunefulde individuelle for-
leb og mangel pa viden om udvikling af antistoffer ved pro-

Table 1. Factors influencing

the immunogenicity of recombi-
nant biologicals.

Factor

Comment

Producer cell

Often a crucial determinant; e.g., E. coli produces more immunogenic molecules
than do mammalian cells

Structure
- sequence

— glycosylation

Complete homology with native protein is usually, but not necessarily, required for
low immunogenicity

Non-glycosylated proteins are often more immunogenic than glycosylated proteins

Formulation and storage
- aggregates

— contaminants/impurities

— stabilisers

— freeze-drying and prolonged storage

Increase immunogenicity

May act as adjuvants (e.g., endotoxin and silicone).
May increase oxidation/deamination, which promotes immunogenicity

Decrease aggregation (see above)

Allow protein oxidation and aggregation (see above)

Administration
— dose/frequency and length of therapy

— routes

Frequent and prolonged administration is most immunogenic.
(Exception: high doses given intravenously may induce tolerance).
Dose-dependencies are clear but vary among biologicals

Epi- and subcutaneous routes are most immunogenic. Intramuscular and intravenous
routes are less immunogenic

Patient characteristics
— disease

— concomitant therapies

Patients with impaired immunity (e.g., due to cancer), are less likely to develop
antibodies.

Patients with primary gene deficiencies often develop antibodies; they lack immune
tolerance to products of the defective genes

Immunosuppressives suppress antibody responses
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Antibody structures:

VL and VH: Variable regions (on light and heavy chains, respectively).

Fc: Crystallisable fragment of antibody.

CDR: Complementarity-determining region; i.e., the region in direct contact with antigen.

FR: Framework region; this region together with CDR constitutes the variable region.

*) The degree of humanisation of an anti-TNF mAb is often shown as the amount constituted by the human part(s) of the construct. However, because of a high
degree of sequence homology between the mouse and human VL/VH regions, the overall homology, which presumably governs drug immunogenicity, is much higher.

Fig. 1. Genetically engineered anti-TNF constructs.
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traherede behandlingsforleb. Men det skyldtes ogsa variable
og ofte modsatrettede informationer om praparaternes in-
duktion af antistoffer i DS-patienter [2].

Anti-IFN-antistoffer kvantificeres oftest ved brug af bin-
dings-assays og ved forskellige typer af neutralisations-assays.

I alle tilfzelde gor manglen pa international standardisering og
referencepraeparationer det naesten umuligt at sammenligne
resultater fra forskellige laboratorier. Hertil kommer, at ukri-
tisk anvendelse af bindings-assays som ofte giver falsk positive
resultater (f.eks. ELISA), har forplumret den kliniske brug af
disse analyser. Lang tids brug af en biologisk test for neutra-
liserende antistoffer mod rIFN-f-designet pa en made, der
har ringe terapeutisk relevans, har yderligere bidraget til
uklarheden.

Takket veere brugen af klinisk relevante malemetoder ved
vinu, at hos op mod 807% af DS-patienter i behandling med
rIFN-B-1b udvikles der neutraliserende antistoffer inden
for 6-12 méneder [3], og der er kliniske holdepunkter for, at
behandlingseffekten aftager eller opherer hos flere af disse
patienter [4]. Sammenlignet med rIFN-f3-1b har det mere
»humane« rIFN-B-1a vist sig mindre immunogent, idet ad-
ministrationsmade og dosering dog har stor betydning: Sub-
kutan administration og hej dosering giver tidlig induktion af
antistoffer hos de fleste, mens intramuskulaer administration
inducerer sent og kun hos et ftal patienter.

Erfaringerne understreger betydningen af en fortlebende
og klinisk relevant monitorering af patienter behandlet med
potentielt immunogene biofarmaka.

EPO

Rekombinant erythropoietin (EPO (rEPO)) blev introduceret
11989 primeert til behandling af anzemi i tilknytning til kro-
nisk nyreinsufficiens - nyren er hovedproducent af EPO, og
dette glykoprotein er en afgerende vakstfaktor for erytrocyt-
forstadier i knoglemarven.

Indtil 1998 havde rEPO veret anvendt som et relativt sik-
kert legemiddel til hundrede tusinder patienter, men fra 1998
er der rapporteret om flere tilfzlde af potentielt dedelig pure
red cell aplasia (PRCA) karakteriseret ved anemi med meget
lave reticulocyttal og knoglemarv uden erytroide forstadier
[5]. Nzesten alle tilfzelde er set hos nyreinsufficiente patienter,
som behandledes med rEPO fra en bestemt medicinalvirk-
somhed. I alle tilfzelde var der hos patienterne udviklet anti-
stoffer, som krydsreagerede og neutraliserede bade rekombi-
nant og nativt EPO. Komplikationen er heldigvis sjelden, idet
anti-EPO medieret PRCA hidtil kun er set hos en for hver
1.000-10.000 behandlede patienter.

Hezndelsen er nzppe betinget af forskelle i opbygningen
af det aktive stof, idet noje analyser viser identitet mellem
pree- og post-1998 rEPO. Derimod falder antistofudviklingen
sammen med en 2ndring i formuleringen af lzegemidlet. Fra
at anvende rEPO i hetteglas med tilszetning af humant serum
albumin (HSA) som stabilisator gik man i 1998 over til at be-
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nytte rEPO fra samme kilde, men uden HSA - dette skete pa
baggrund af udviklingen af kogalskab i England og en deraf
folgende appel fra de europziske myndigheder om at undga
anvendelse af irrelevante proteiner i biofarmaka. Man gik
endvidere over til at administrere rEPO i silikoniserede glas-
sprojter. Formodningen er derfor, at den nye formulering
og/eller administration har gjort TEPO immunogent. Dette
understreges af, at rEPO fra den samme kilde ikke har givet
anledning til PRCA pé det amerikanske marked, hvor stoffet
fortsat administreres som i Europa for 1998.

Mekanismen bag ovenstdende skift i immunogenicitet er
ukendt. Det er sandsynligt, at en nejere udredning af mekanis-
men i aktuelle tilfzelde ikke kan tilvejebringes uden at under-
soge praparatets effekt pd immunceller fra de (f3) afficerede
patienter. En sd sjzelden immunologisk komplikation er for-
modentlig individrelateret beroende pa en sjelden kombina-
tion af immunrespons-gener hos de ramte patienter. Udvik-
ling af testmetoder for effekter direkte pd patienters immun-
celler, herunder betydningen af individrelaterede opleselige
immunfaktorer (f.eks. komplement), kan vise sig veerdifuld i
denne sammenhang [6].

Ovennzavnte forleb viser betydningen af at monitorere
enkeltindivider for udvikling af neutraliserende antistoffer,
som ved krydsreaktivitet med native proteiner kan medfere
livstruende komplikationer. Det understreger endvidere, at
formulering og administrationsmade kan have indflydelse pa
biofarmakas immunogenicitet. Endelig antyder disse fund, at
dyreforseg og individuspecifikke laboratorieforseg i visse til-
feelde kan komme til kort som analyseredskaber for immuno-
genicitet.

Anti-TNF

TNF er en central beteendelsesfremmende faktor, og hemmet
produktion/virkning af dette cytokin har leenge veret et on-
skemal ved behandling af en reekke betzendelsestilstande [7].

Fig. 1 viser fire anti-TNF-biofarmaka, udviklet ved rekom-
binant genteknologi. Det farste, infliximab, er et kimaeranti-
stof (mus-menneske-IgG), og det har haft markant effekt bl.a.
hos patienter med reumatoid artrit [8]. Effekten mentes forst
at bero pa specifik neutralisation af TNF og dermed hamning
af den TNF-medierede cytokinkaskade. Men det vides nu, at
infliximab ved binding til TNF pa overfladen af betzendelses-
celler aktiverer komplement, hvorved stoftet far cytotoksisk
virkning over for TNF-producerende (og TNF-responde-
rende?) celler.

Der er siden udviklet andre anti-TNF-biofarmaka, dels for
at opna en »ren« anti-TNF-virkning, dels for at nedsztte
mengden af artsfremmed protein i det aktive stof (Fig. 1).
For eksempel kan man nu producere anti-TNF-proteiner ude-
lukkende bestdende af humane komponenter, hvilket mange
har troet ville eliminere immunogeniciteten.

Det er umiddelbart forsteligt, at anti-TNF-konstruktioner
bestdende af murine sekvenser kan vare immunogene (Fig. 1)
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De fleste biofarmaka, selv de sékaldt 100% humane, kan
inducere antistoffer ved langtidsbehandling (se Tabel 1).

Alvorlige komplikationer kan opsta, hvis biofarmaka
inducerer antistoffer mod native proteiner.

Klinisk relevant monitorering af antistoffer mod bio-
farmaka er en specialistopgave og bgr formentlig udfgres
uafhaengigt af industrien.

Undersggelser af immunrespons mod biofarmaka kan
kreeve individspecifikke malemetoder.

Monitorering af patienter i kronisk behandling med bio-
farmaka er gkonomisk fordelagtig — biofarmaka koster
det danske samfund adskillige hundrede millioner kroner
om Aaret.

[9]. Men ogsa 100% humane konstruktioner er potentielt im-
munogene, og det kan ikke udelukkes, at humanisering i visse
tilfelde kan ege immunogeniciteten af en kimaer grundstruk-
tur [10]. P4 trods af dette er det for de fleste klinikere umuligt
at f patienter monitoreret for udvikling af antistoffer under
anti-TNF-behandling. De fleste fabrikanter er endog afvisende
over for onsker om at folge koncentrationen af disse kostbare
lzegemidler i blodet.

Ovenstaende viser, at immunogeniciteten af humane anti-
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TNF-konstruktioner kan vere af klinisk betydning, og de
hidtidige erfaringer understreger vigtigheden af at teste for
udvikling af neutraliserende antistoffer ogsa hos patienter,
som behandles med humaniserede biofarmaka. Monitorerin-
gen ber formentlig forega uathaengigt af producentinteresser.
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Kunstig befrugtning af hiv-positive -
en risikoreducerende behandling

Peter S.H. Humaidan, Inge Agerholm, Hans Jakob Ingerslev,
Court Pedersen, Jan Gerstoft & Anders Nyboe Andersen

Tidligere har man fra leegelig side frarddet par, hvor den ene
var hiv-positiv, at forsege at opna at fa »fzlles« barn. Baggrun-
den var sygdommens alvorlige prognose og risikoen for sdvel
horisontal som vertikal transmission af virus. Ny og mere ef-
fektiv behandling af patienter med hiv-infektion har imidler-
tid gjort det nedvendigt at tage stilling til, om denne meget re-
striktive holdning fortsat er rimelig. Livstidsprognosen for
hiv-positive, der behandles med potent antiretroviral kombi-
nationsbehandling, er nu 15-20 ar eller formentlig leengere [1].
Endvidere har man faet storre viden om faktorer af betydning

for transmission, og man kan i dag vurdere risikoen for mor til
barn-smitte ret nejagtigt hos den enkelte kvinde [2].
Hiv-positive par er generelt fertile. Risikoen for smitteover-
forsel fra den hiv-positive partner skonnes ved et enkelt ube-
skyttet samleje at vere 0,1-0,2% [3], men den er athengig af
det aktuelle virusniveau i blodet. Ubeskyttet samleje ma der-
for anses for at vaere en meget dérlig losning. Udvikling af me-
dicinsk behandling og andre metoder til at minimere smitte-
risikoen har medfert, at man internationalt og nationalt har
argumenteret for, at der ber gives ridgivning og etableres risi-



