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Kan man nulstille et immunsystem?

Kostimulationsblokade: eksperimentelle studier til opnaelse af tolerance

ved transplantation

STATUSARTIKEL

Eske Kvanner Aasvang & Martin Egfjord

Til og med ar 2000 var der i Danmark udfgrt mere end 4.000
nyretransplantationer og ca. 1.500 patienter levede i 2000
med en velfungerende donornyre. Men omkring 250 patien-
ter star konstant pa venteliste.

Man har opnaet store fremskridt inden for kortidsover-
levelsen, og i dag har 90% af de nyretransplanterede en vel-
fungerende donornyre efter et ar. Derimod er langtidsover-
levelsen ikke blevet forbedret vaesentligt gennem de seneste
15 ar, med en tidrsoverlevelse pa ca. 50%. Ydermere har de i
dag anvendte behandlinger bivirkninger, iser som fglge af
overimmunosuppression, med opportunistiske infektioner
og cancer til fglge.

Igennem de seneste 20-30 ar har man i et stigende antal
eksperimentelle forsgg vist, at der findes metoder til at opna
tolerance over for det transplanterede organ, samtidig med
at kroppens gvrige polyklonale reaktivitet bevares. | denne
artikel vil de centrale eksperimenter og fund blive beskre-
vet.

Thymus T-celle-selektion og T-celle-aktivering

T-celler spiller en vigtig rolle ved organafstedning. Under
deres modning i thymus bliver T-cellerne udsat for selektion
séledes at de perifere T-celler bliver i stand til at koble sig
pd major histocompatibility complex-molekyler (MHC), og
at de farst bliver i stand til at blive aktiveret, hvis de udszet-
tes for et ikke-selv-peptid, et sdkaldt allo-peptid.

Kroppens T-celler undersgger konstant alle MHC'er for
mulige bundne antigener. Antigenpraesenterende celler (APC)
optager frie antigener og praesenterer dem via MHC for T-
celle-receptoren (TCR). Interaktionen mellem TCR og MHC
har tidligere veeret anset for at veere T-cellens endeligt akti-
verende signal. Denne opfattelse m& med vores nuveerende
viden siges at veere en grov forenkling.

Kostimulation — basale immunologiske studier
Man observerede i 1970’'erne, at T-celler, der blandes med
celler, der tydeligt er anderledes, ikke altid bliver aktiveret.

Forkortelser

MHC: Major histocompatibility complex
TCR: T-celle-receptor

APC: Antigenprzsenterende celle
mAB: Monoklonalt antistof

Hvis man udsatte T-celler for antigen bundet til isolerede
MHC-proteiner, ville T-cellerne overga til en anergisk til-
stand, hvorfra de ikke kunne aktiveres igen. Der skal sa-
ledes tilsyneladende mere til end blot genkendelsen af et
peptid far T-cellen aktiveres. Denne observation ferte til to-
signalshypotesen (kostimulationshypotesen) for aktiverin-
gen af T-celler (1): For at en T-celle kan aktiveres, er det
ngdvendigt med yderligere signaler ud over signal 1, der er
bindingen mellem TCR og MHC, kaldet kostimulatoriske
signaler.

1 1980’erne fandt man den farste kostimulatoriske recep-
tor: CD28 (2). Nar et CD28 monoklonalt antistof (MAB)
kombineres med et mAB mod regionen CD3 pa TCR (anti-
CD3 mAB far T-cellen til at »tro« at den er koblet sammen
med et MHC), medfgrer det T-celle-aktivering. Efterfal-
gende blev to CD28-ligander pd APC’er fundet, nu kaldet
CD80 og CD86 (CD80/86).

|1 1987 klonede Brunet et al (3) receptoren CTLA4, nu
CD152, pa T-cellen. CD152 bandt sig ogsa til CD80/86,
endog med stgrre affinitet end CD28, men funktionen af
CD152 kendte man ikke.

Ved at splejse den ekstracellulere del af CD152 sammen
med den konstante region pa et IgG1 hos mennesker, dan-
nede man et kimerisk molekyle, kaldet CTLA4-ig, der kunne
anvendes til studiet af CD152’s binding til CD80/86.

CTLA4-ig hos mennesker bandt sig heldigvis effektivt til
muse-CD80/86, og kostimulationshypotesen kunne afpre-
VEs.

Diabetiske mus modtog Langerhansske ger fra menne-
sker via transplantation under nyrekapslen og fik CTLA4-ig
som eneste immunosupprimerende behandling. Musene
afstgdte aldrig disse ger. Ved at binde sig til CD80/CD86
forhindrede CTLA4-ig T-celle-aktivering via CD28 recepto-
ren (4).

Blokering af CD80/86:CD28-signalet medfgrte antigen-
specifik tolerance. Man kunne fierne nyrerne, der indeholdt
de humane Langerhansske ger, og ndr man efterfglgende
transplanterede ger fra den samme donor, afstgdte musene
ikke disse. @er fra en anden menneskedonor blev derimod
afstgdt pa normal vis.

Efterfalgende forsgg med blokade af CD80/86:CD28 hos
primater var ikke succesfulde. En arsag til denne mang-
lende effektivitet blev afslgret i 1995. Ud over CD80/86:
CD28-blokaden blokerer CTLA4-ig ogsa for CD80/86:
CD152, da CTLA4-ig jo er dannet ud fra CD152.

CD152's funktion var ukendt, men det viste sig, at CD152-
knockoutmus dgde af massiv multiorgan-lymfocytinfiltra-
tion. Blokerer man CD28-receptoren hos disse mus, forhin-
dres lymfocytinfiltrationen.

Man stod nu med fglgende kostimulatoriske teorier: 1)
CDB80/86:CD28-interaktionen er ngdvendig for T-celle-ak-
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Sammenkoblingen af TCR og MHC, ferer til en rakke intracellulzre signaler, der aktiverer T-cellen. Hvis det sekundare aktiverende signal via CD40:CD 154 og
CD28:CD80/CD86 blokeres ved indgift af CTLA4-Ig og 5¢8, vil det i stedet for veere CD 152 der i kraft af sin hgjere afinitet binder sig til de fa ikkeblokerede

CD80/CD86. Herved udlgses et sekundzrt inhibitorisk signal, der gor T-cellen anergisk eller inducerer apoptose.

Fig. 1. Blokade af CD80/86:CD28 og CD154:CD40.

tivering, 2) CD80/86:CD152-interaktionen syntes at veere
ngdvendig for nedreguleringen af T-celle-aktiveringen.

Da bade CD28 og CD152 binder sig til CD80/86, vil
CTLA4-ig, der binder sig til CD80/86, indirekte forhindre
T-celle-aktivering eller T-celle-nedregulering.

Sidelgbende med blokeringen/stimuleringen af CD28,
undersggte man receptor/ligand-komplekset CD40:CD154.
En af grundene til, at man rettede opmarksomheden mod
CD40:CD154, var, at nyregrafter i forbindelse kronisk af-
stgdning udtrykker signifikant stgrre mengder CD154
pa aktiverede T-celler og signifikant hgjere ekspression af
CD40 pa glomerulus og tubulaert endotel.

CD40 udtrykkes pa overfladen af B-celler sdvel som
APC’ere. Det vil sige med stort set samme fordeling som
MHC-II.

Parker et al (5) fandt, at et antistof mod CD154 kan indu-
cere langtidsoverlevelse af Langerhansske ger i gnavere.
CD154 bliver primeert udtrykt p& aktiverede CD4+-T-celler,
og interaktionen mellem T-cellens CD154 og APC’ens CD40
(CD154:CD40), medfarer en opregulering af CD80/86 pa
APC’en (Fig. 1). Man indgav ikkeaktiverede splenocytter,
der kun formidler det fgrste signal mellem MHC-klasse 1l
og TCR, da de ikke udtrykker CD80/86 i starre grad. Man
haeemmede evt. opregulering af CD80/86 via CD154:CD40-
interaktionen, ved at indgive et anti-CD154. Forsgget viste,
at CD154:CD40-interaktionen er essentiel for aktiveringen af

T-cellen, men er afheengig MHC-klasse 1I- og TCR-interak-
tionen, da mus der blev udsat for ovennaevnte behandling
accepterede deres graft permanent, mens mus, der alene fik
anti-CD154, klarede sig mindre godt.

Larsen et al testede blokering af CD154 i den strengere
hudallograftmodel. Larsen et al reesonnerede, at hvis effek-
tiviteten af anti-CD154 skyldtes heemningen af CD80/86-eks-
pressionen, s matte en kombinationsterapi med anti-CD154
for at undgd nye CD80/86-molekyler i at blive udtrykt og
CTLA4-ig for at blokere dem, der matte vaere udtrykt, veere
seerlig effektiv. Denne kombination viste sig at veere effektiv,
og hudgrafterne blev accepteret i lang tid (6).

Larsen et al viste desuden, at ciclosporin heemmede ef-
fektiviteten af anti-CD154 og CTLA4-ig. Dette skyldes bl.a.,
at ciclosporin blokerer farstesignalet via TCR. Dette signal
er ngdvendigt, for at en senere blokering af de kostimulato-
riske signaler kan inducere anergi. For forste gang kunne
man ikke blot addere et immunosuppressivt stof til trans-
plantationsbehandlingen. En oversigt over signalerne ses i
Fig. 1 og Fig. 2.

Kostimulationens betydning

hos nonhumane primater

Flere forskergrupper har efterfglgende fort de kostimula-
toriske forsgg et skridt videre ved at udfare dem pa primater
(7). Effektiviteten af et humant anti-CD154 mAB (hu5C8) og
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Kostimulation

Kostimulation er en specifik immunologisk term der siger, at
for at aktivere en T-celle er det nedvendigt med flere og for-
mentlig serielle receptor/ligandsignaler

MHC-II og T-celle-receptoren (TCR)

Efter at have optaget og bundet antigen, interagerer MHC-II
med TCR, hvilket medferer opregulering af CD 154 pa T-celle-
overfladen

CDI154 og CD40
Interaktionen mellem CD 154 pa T-cellen og CD40 pa APC’en,
resulterer i opreguleringen af CD80/86 pa APC’en

CD80/86 og CD28

CD80/86 pa APC’en interagerer med CD 28 pa T-cellen, hvil-
ket medforer T-celle-aktivering. De efterfelgende intracel-
lulere signaler er ukendte, ligesom de intracellulere signaler,
der medferer opreguleringen af de forskellige kostimulatoriske
komponenter

CD80/86 og CD152

Ud over CD28 besidder T-cellen en anden CD80/86-receptor,
CDI152. CDI52 har en langt hgjere affinitet for CD80/86
end CD28, men er udtryk i mindre grad. Nar CD 152 bindes
til CD80/86, medfgrer dette apoptose eller anergi af T-cellen

(se Fig. I)

Fig. 2. Definitioner.

anti-CD80/86 (CTLA4-ig) er blevet testet alene eller i kom-
bination pa allografttransplanterede rhesusaber. De dyr, der
fik CTLA4-ig og hu5C8 i kombination i 28 dage, havde vel-
fungerende grafter i mere end 9 mdr., men ikke uendeligt.
Hverken CTLA4-ig eller hu5C8 havde vedvarende effekt,
nar de blev givet alene. Dyr, der fik hu5C8 i 14 dage, havde
velfungerende grafter i 100 dage, og et enkelt dyr, der fik
husC8 i 28 dage, bevarede graftfunktionen i to ar. Dette
forte til et forsgg, hvor alene hu5C8 blev testet (8). Dyrene
fik hu5C8 umiddelbart inden transplantationen, hyppigt i en
periode efter og siden hver 28. dag. Dyrene havde velfunge-
rende grafter efter 510 dage, og der var ingen tegn pa infek-
tion eller malignitet.

En vigtig pointe fra disse forsgg er, at det potentielt akti-
verende CTLA4-ig ikke er ngdvendigt for at opna tolerance.

At kostimulatorisk blokering med anti-CD154 er en effek-
tiv made til at forebygge afstedning hos primater, er ogsa
blevet bevist i forskellige forsgg udfart af Kenyon et al (9).

Som ved forsggene med renale allografter, var anti-
CD154 i stand til forhindre afstgdning af de Langerhansske
ger. Som ved de murine forsgg blev tredjepartsgrafter af-
stgdt, mens nye ger fra den originale donor blev accepteret.

Prakliniske forsgg med

kostimulatorisk blokerende stoffer hos mennesker
Denne sum af ny viden om aktivering af T-celler, sammen-
holdt med opdagelsen og skabelsen af stoffer, der blokerer
kostimulatoriske signaler, har dannet basis for to forsgg
med mennesker (10). Af frygt for at anti-CD80/86-midler
ikke alene blokerer CD80/86:CD28-interaktionen, men ved
et uheld ogsad blokerer CD80/86:CD152-interaktionen og

derved stimulerer et immunrespons i stedet for at forhindre
et, har man ikke anvendt CTLA4-ig. Den samme tvetydighed
havde man ikke mistanke om ved anti-CD154-terapien, der i
dyreforsgg havde vist sig at veaere sikker og effektiv. Man te-
stede anti-CD154 i kliniske protokoller (ikke offentliggjort),
for at se om man kunne pavirke forlgbet ved transplantation
af nyrer og Langerhansske ger og ved autoimmune syg-
domme sdsom systemisk lupus erytematosus, idiopatisk
trombocytopenisk purpura. Desveerre og overraskende
medfgrte anti-CD154-midlet fra den ene af to producenter
forskellige tromboemboliske komplikationer, og man matte
stoppe de forsgg, hvori dette produkt indgik. Anti-CD154 fra
den anden producent har ikke vist de samme komplikatio-
ner, og man formoder og haber, at bivirkningerne ved det
farstnaeevnte preeparat ikke skyldes anti-CD154, men uren-
heder i produktet.

Den viden, der praesenteres i denne artikel, er forholds-
vis ny og rejser mange spgrgsmal, bl.a.: Kan den antiafstad-
ningsmaessige effekt genfindes ved forsgg pd mennesker?
Kan autoimmune T-celle-sygdomme behandles med kosti-
mulatorisk blokade? Vil disse nye immunosuppressive mid-
ler, efterndnden som de testes pa flere og i leengere tid, pree-
disponere til seerlige opportunistiske infektioner eller ud-
vikling af malignitet? Kan man skabe et stof, der selektivt
blokerer CD80/86:CD28-interaktionen uden at blokere
CD80/86:CD152-interaktionen. Hvilke intracelluleere signa-
ler er forbundet med kostimulation? En bedre forstaelse af
disse problemstillinger kunne maske fare til udvikling af
mere specifikke midler.

Den klonale deletion resulterer i induktion af apoptose i
de aktiverede T-celler. Det drejer sig om en proces, der krae-
ver aktiv medvirken fra de involverede APC’er og lymfocyt-
ter. Det er her interessant, at nogle af de traditionelle uspeci-
fikke immunosuppressiva, som fx ciclosporin og tacrolimus
hammer denne proces, mens nogle af de nyere immuno-
suppressiva herunder mycofenolat mofetil og sirolimus sy-
nes at fremme apoptose i lymfocytter. Det er saledes pa
nuverende tidspunkt uafklaret, om de traditionelt anvendte
uspecifikke immunossupressiva eventuelt vil kunne under-
stgtte kostimulationsblokade pa leengere sigt.

Hvis det viser sig, at man kan anvende disse kostimula-
tionsblokerende stoffer sikkert pd mennesker, vil man sta
med et unikt veerktgj. Kroppens egne celler vil ikke laengere
veere i stand til at »se« det transplanterede organ. En sadan
udvikling af immunologisk tolerance vil potentielt kunne for-
leenge graftoverlevelsen betydeligt.
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Leegemiddelomkostninger

pa intern medicinske afdelinger

En analyse af udgifter for patienter og afdelinger

ORIGINAL MEDDELELSE

Rasmus Rabgl, cand.polit. Anne Kolbye &
Stig Ejdrup Andersen

Resumé

Introduktion: Formalet var at opgere medicinske patien-
ters leegemiddeludgifter, vurdere hvorledes en indleeggelse
pavirker disse udgifter og at opggre afdelingernes besparel-
sespotentiale ved konsekvent overholdelse af hospitalets
rekommandationer.

Materiale og metoder: | alt 113 patienter fra to medicinske
afdelinger indgik i undersggelsen. Alle liegemiddelordina-
tioner blev registreret ved gennemgang af journaler og ved
telefoninterview efter udskrivelsen.

Resultater: Patienternes daglige leegemiddeludgifter steg

med 11,95 kr. fra indleeggelsen til udskrivelsen (95% ClI: 5,41-

18,49 kr.), p = 0,0004. Ved udeladelse af tidsbegraensede or-
dinationer fandtes ingen signifikant forskel. En maned efter
udskrivelsen var de daglige lsegemiddeludgifter pa niveau
med udgifterne ved indleeggelsen. Afdelingernes gennem-
snitlige leegemiddeludgifter pr. indlaeggelse var 302,72 kr.
(95% ClI: 209,07-396,37 kr.). | alt 31% og 28% af leegemidlerne
kunne substitueres med rekommanderede synonyme laege-
midler, hvilket indebar en potentiel besparelse pa 8,66 kr.
(95% ClI: 4,61-12,72 kr.) pr. indleeggelse.

Diskussion: Patienternes laegemiddeludgifter stiger
signifikant i forbindelse med en indleeggelse, hvilket kan
tilskrives ordinationen af tidsbegraensede behandlinger.
Selv om nasten en tredjedel af alle ordinationerne ikke
er rekommanderede, medfgrer konsekvent generisk sub-
stitution kun en besparelse pa 2,9% af afdelingens leege-
middeludgifter.

Leegemiddeludgifterne er stadigt stigende (1), fra 10,7 mia.
kr. 11999 eller 5,70 kr. pr. person pr. dag (2), til 12,5 mia. kr.
i 2001. Hospitalerne tegner sig for 19% af udgifterne. Forbru-
get svarer til 944 definerede dggndoser pr. 1.000 personer
pr. dag - heraf 4% pa hospitalerne. Leegemiddeludgifter ud-
ger kun en mindre del af sundhedsveesenets totale omkost-
ninger, men der er et stigende krav om at teenke pa prisen
ved ordination af lzegemidler.

Leegemiddeludgifter er en af de mest synlige sundheds-
udgifter for patienter (3). Indleeggelse medfarer ofte praepa-
rateendringer, og yderligere &ndringer foretages i perioden
efter udskrivelsen (4-7). | fa studier har man fokuseret pa
andring i patienters leegemiddeludgifter under indleeggelse,
og resultaterne er ikke entydige. | en undersggelse viste
man, at patienternes udgifter blev fordoblet, primaert pga. et
gget antal leegemidler (8). | andre studier er der enten ikke
vist nogen &ndring (9), eller vist et fald i udgifterne og i an-
tallet af leegemidler (7, 10).

Selv om leegens vigtigste opgave er at yde en effektiv og
sikker behandling, bgr hensynet til udgifter og budgetter
ogsd indgé i overvejelserne (11). @konomiske betragtnin-
ger har imidlertid lav prioritet, nar leeger ordinerer laege-
midler (12). Der er gjort flere forsgg pa at reducere udgif-
terne, f.eks. udarbejdelse af lister over rekommanderede
leegemidler. Ud fra en teoretisk betragtning er der store be-
sparelser knyttet til generisk ordination (13), men denne
mulighed udnyttes sjeeldent optimalt (14).

Undersggelsens formal er at opgere de daglige udgifter
til leegemidler for medicinske patienter, vurdere hvorledes
indlaeggelse pavirker disse udgifter og at undersgge mulig-
heden for besparelser pa afdelingens leegemiddeludgifter
ved konsekvent generisk ordination i henhold til hospitaler-
nes rekommandationer.

Materiale og metoder
Patienter, der blev indlagt pa hverdage, blev inkluderet kon-
sekutivt. Af hensyn til undersggelsens generaliserbarhed
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