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Nir man diagnostiserar allergi, vare sig man gor pricktest i hu-
den eller miter cirkulerande allergenspecifika IgE-antikrop-
par i serum, anvinder man sig av allergenextrakt, som ir en
blandning av manga olika allergena och icke-allergena kompo-
nenterivarierande méngd.

Rekombinanta allergener

Med hjalp av molekylarbiologisk teknik kan man i dag fram-
stélla allergena komponenter som enskilda rekombinanta pro-
teineriobegrinsad mingd med standardiserad kvalitet. Under
de senaste aren har flera hundra allergener klonats och produ-
cerats som rekombinanta allergener, diribland huvudallerge-
nerna for bjork, gris, katt och kvalster. Aven kristallstrukturen
for nagra av dessa dr16st [1, 2] (Figur 1). De rekombinanta aller-
generna har biologiska och immunologiska egenskaper som
liknar de naturliga allergenernas. Diagnostik med rekombi-
nanta allergener gor att man kan identifiera de allergiframkal-
lande komponenterna, dvs patientens allergenprofil kan nu
faststillas.

Malet med att anvinda rekombinanta allergener f6r immun-
terapi &r att de ska vara effektivare och sikrare &n konventio-
nella allergenextrakt. Behandlingen riktas nu mot de allergena
komponenter som patienten reagerar for [3]. Man kan anting-
en anvianda rekombinanta allergener som har samma struktur
som naturliga allergener eller fordndra dem med DNA-teknik
sa att de far kraftigt minskad IgE-reaktivitet utan att T-cellsre-
aktiviteten fordndras (hypoallergener). Avsikten ir att de ska
minska risken for IgE-medierade biverkningar samtidigt som
de ska inducera ett fordelaktigt T-cellssvar och ett skyddande
allergenspecifikt IgG-svar. Dessutom ska man kunna ge hoga
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Figur 1. Strukturen hos Fel d 1, huvudallergen for katt, bestimd med
rontgenkristallografi. Molekylen bestér av tva identiska subenheter
och innehaller tre kalciumjoner [2]. Med tillstdnd av Adnane Achour.

doser av hypoallergen, vilket medfor att det ricker med firre
injektioner for att utveckla tolerans med denna behandling.

Nyligen har resultaten fran de férsta immunterapistudierna
med rekombinanta allergener och rekombinanta hypoallerge-
ner presenterats. Den forsta och storsta studien var en dubbel-
blindad, placebokontrollerad multicenterstudie, dar Stock-
holm (Karolinska Universitetssjukhuset) ingick [4]. Totalt be-
handlades 124 bjorkpollenallergiska patienter med allergisk ri-
nit och/eller lindrig astma med hypoallergener av huvudaller-
genet for bjork, Bet v 1. Patienterna fick injektioner med an-
tingen en tredubblad Bet v 1-molekyl (trimer) eller en bland-
ning av tva delar av Bet v1-molekylen (fragment) (Figur 2) eller
placebo. De bada hypoallergenerna hade i kliniska forstudier
visat sig ha starkt reducerad allergenicitet jamf6ért med rekom-
binant Bet v 1 motsvarande den naturliga molekylen [5-7].

De aktivt behandlade utvecklade ett starkt IgG-antikropps-
svar mot naturligt Bet v1 och Bet v 1-relaterade pollen- och f6-
dodmnesallergener jaimfort med placebogruppen. Dessa anti-
kroppar detekterades i serum och néssekret [8] och var associ-
erade med reducerad pricktestsreaktivitet [4, 9] och sénkt na-
sal kidnslighet mot Bet v 1 [8]. Dessutom sjonk Bet v 1-specifikt
IgE signifikant under bjérkpollensédsongen [4], och ett sinkt
Bet v 1-specifikt Th2-svar noterades i trimergruppen [9].

Aven om immunterapin gavs som en enda mycket kort forsé-
songsbehandling och behandlingsgrupperna var sméa uppnad-
des en tendens till klinisk forbéttring av bjérkpollenallergin
[10] och den bjorkpollenrelaterade fédodmnesallergin [11] i de
aktivtbehandlade grupperna. Biverkningarna varide flesta fall
lindriga (grad 1), men négra fall med grad 2 noterades. Dessa
uppkom flera timmar efter injektion och var troligtvis inte IgE-
medierade.

Liknande resultat erh6lls vid immunterapi med en annan va-
riant av Bet v 1-hypoallergen, Bet v 1-FV (»folding variant«),
dir molekylen har veckats sa att den blir mindre allergen [12].
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BESAMMANFATTAT

Nya former avimmunmodule-
rande behandling fér astma
och allergier har utvecklats,
och de forsta kliniska studi-
erna med rekombinanta aller-
gener har varit mycket upp-
muntrande.

Nya adjuvans och immunmo-

dulerande molekyler kommer
att kunna forfina och effektivi-
sera behandlingen ytterligare.
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Aven denna behandling gavs som en férsisongsbehandling
under tva ar till 24 individer. Referensgruppen (n=27) erholl
behandling med konventionellt bjorkpollenextrakt. Bigge be-
handlingsgrupperna utvecklade starka Bet v 1-specifika IgGl-
och IgG4-svar. Efter den forsta behandlingssdsongen mins-
kade savil symtom som behov av medicinering visentligt i rBet
v 1-FV-gruppen jamfoért med referensgruppen, men efter den
andra sdsongen planade skillnaderna ut [13].

Tva immunterapistudier med rekombinanta allergener som
motsvarar naturliga allergener har genomforts. Den férsta var
en dubbelblindad, placebokontrollerad studie, dér gréspollen-
allergiska patienter med allergisk rinokonjunktivit med eller
utan astma erholl behandling med en blandning av fem rekom-
binanta timotejallergener [14]. 29 patienter fick aktiv behand-
ling och 28 placebobehandling under omkring ett och ett halvt
ar. Savil symtom som medicinférbrukning minskade signifi-
kant i den aktiva behandlingsgruppen jamfért med placebo-
gruppen. Patienter som erholl injektioner med de rekombi-
nanta grispollenallergenerna utvecklade starka IgGl- och
IgG4-svar och sinkt IgE-svar mot naturligt graspollenallergen.
Ca 10 procent av injektionerna med aktiv behandling och ca 6
procent av dem med placebo gav upphov till ndgon form av bi-
verkan. Alla patienter kunde dock fullfélja behandlingen, vil-
ket antyder att de rekombinanta allergenerna generellt tolere-
rades val.

Nyligen rapporterades resultaten fran en stor dubbelblin-
dad, placebokontrollerad multicenterstudie, dir man bl a gav
icke-modifierat rekombinant Bet v 1. Ett centrum var G6teborg
(Sahlgrenska Universitetssjukhuset). 147 patienter med bjork-
pollenallergisk rinokonjunktivit randomiserades i fyra grup-
per: en erhéll rekombinant Bet v1, en renat naturligt Bet v, en
bjorkpollenextrakt och en placebo [15]. Behandlingen pagick i
tva ar. I samtliga aktivabehandlingsgrupper visade patienterna
signifikant klinisk férbittring avseende symtom, t ex minskad
medicinering, jAmfort med placebogruppen. Dessutom fick de
kraftiga IgG1l- och IgG4-svar och sénkt pricktestsreaktivitet
mot Bet v 1. Ett fall med anafylaxi rapporterades i gruppen som
fick naturligt Bet v 1. Denna studie visar att behandling med ett
endarekombinantallergen, rBet v1, ir lika effektivt som bjork-
pollenextrakt for behandling av bjérkpollenallergi.

Allergener med immunmodulerande egenskaper
Molekyléarbiologiska tekniker har dven gett oss mojlighet att
forfina och effektivisera behandlingen av allergier. Mélet med
allergenspecifikimmunterapi ar att patienten efter behandling
inte ska reagera med allergiska symtom mot allergenet. Efter-
som allergiska symtom ar forknippade med ett immunsvar av
Th2-typ ar det angelédget att utveckla strategier for att effektivt
styrabort fran detta. En sddan ar att aktivera det medf6dda im-
munsystemet. Ett flertal immunmodulerande substanser akti-
verar det medf6dda immunsystemet gnom Toll-lika receptorer
(TLR) pa antigenpresenterande celler. Beroende pa vilka re-
ceptorer som aktiveras triggas de antigenpresenterande cel-
lerna att stimulera en viss typ avimmunsvar.

Vid immunterapi av allergier ir det intressant att koppla
allergener till substanser som stimulerar ett annat immunsvar
in det allergiska Th2-svaret, t ex ett Thl- eller ett regulatoriskt
immunsvar. Pa sa sitt kan immunsvaret mot specifika allerge-
ner fordndras i 6nskad riktning. Bakteriellt DNA stimulerar
TLR-9 pa antigenpresenterande celler. Korta bitar av bakteri-
ellt DNA som innehaller immunstimulerande element, sk
CpG-motiv, dr effektiva vad géller att stimulera immunsvar av
Thil-typ. Om man kopplar CpG-innehallande DNA-oligonuk-
leotider direkt till ett allergen far allergenet »hjélp« att styra
bort immunsvaret fran det allergiska Th2-svaret till ett Thl-
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Figur 2. Schematisk illustration av hypoallergenet Bet v 1, motsva-
rande det naturliga allergenet med 159 aminosyror (6verst). Bet v 1-
fragmentet bestar av en mix av Bet v 1-aminosyrorna 1-73 respektive
74-159 (mitten). Bet v 1-trimer utgoérs av tre Bet v 1-molekyler lankade
efter varandra (nederst).

svar. Detta har tillampats pa ett allergen fran ambrosiapollen,
Amb al. Ett Amb a1-CpG-konjugat har framstillts och testats i
ett par studier pa patienter. I en férsta randomiserad, placebo-
kontrollerad och blindad studie deltog 19 patienter med am-
brosiapollenallergi. Amb a 1-CpG visade sig vara sikert och gav
ett langvarigt skift avimmunsvaret mot ambrosiaallergen fran
ett Th2- till ett Thl-svar [16]. En fas II-studie dir 25 patienter
behandlades med Amb a 1-CpG i ett sexveckorsprotokoll fore
pollensdsongen gav positiva resultat pa bade symtom och livs-
kvalitet under den péféljande pollensdsongen och, intressant
nog, dven under pollensdsongen ett ar senare [17]. Ingen 6k-
ning av allergenspecifikt IgE uppméttes under pollensiasong-
en. Trots de lovande resultaten fran inledande kliniska studier
har kliniska prévningar med Amb a 1-CpG inte fortsatt, da de
uppnadda effekterna var begrinsade.

Ett annat potent &mne som stimulerar Thl-svar genom att
aktivera det medfédda immunsystemet &r lipopolysackarider
(LPS), enviktig komponent i cellviggen hos gramnegativa bak-
terier. I en studie pa 81 gréispollenallergiska patienter anvin-
des ett icke-toxiskt derivat av LPS, monofosforyllipid A (MPL),
som adjuvans i immunterapi med grispollenextrakt. Efter en-
dast fyra injektioner pavisades positiv klinisk effekt, som kun-
de kopplas till 6kning av allergenspecifkt IgG [18,19]. I in vitro-
studier pd mononukleira celler fran perifert blod fran allergis-
ka patienter kunde det ocksa visas att MPL har en starkt Thi-
stimulerande effekt [20].

Immunmodulerande substanser kan utnyttjas for att paver-
ka olika komponenter i immunsystemet. Repeterade struktu-
rer hos antigener ger starka antikroppssvar. Virus innehaller
sadana repeterade strukturer, och detta har utnyttjats da en
allergenpeptid kopplats till viruslika partiklar. Nir konstruk-
tionen gavs till friska fors6kspersoner kunde man péavisa hoga
titrar av IgG mot allergenet [21]. Detta konjugat, en allergen-
peptid kopplad till viruslika partiklar, kan alltsi vara en lo-
vande kandidat fér anvindning i immunterapi, men ett pro-
blem som maste beaktas ar att behandlingen ocksa leder till
immunreaktioner mot viruspartiklarna.

Mastcellerna &r centrala i den allergiska reaktionen. Darfor
ir de ocksa en attraktiv maltavla fér att modulera allergiska re-
aktioner. Nyligen har ett nytt koncept presenterats, dir syftet
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Figur 3. Fusionsproteinet Fcy-Fel d 1. Receptorer for IgE (FceRI) och
IgG (FcyRIIB) uttrycks pa mastceller. Nar ett allergen, t ex Fel d 1,
binder till IgE korsbinds FceRI-receptorer, och mastcellen aktiveras.
Da IgG binds till FcyRIIB ges i stallet inhiberande signaler till mastcel-
len. Ett fusionsprotein, bestadende av Fel d 1 och en del av IgG (Fcy),
korsbinder FceRl via IgE mot Fel d 1 med den inhiberande FcyRIIB-re-
ceptorn och férhindrar pa sa satt Fel d 1-medierad mastcellsaktive-
ring.
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Figur 4. MAT-konstruktionen bestar av huvudallergenet for katt, Fel d
1 (r6d), en del for effektiv antigenpresentation (IhC, bla) och en pep-
tid som for komplexet in i celler (TAT, gron). IhC transporterar allerge-
net via det endoplasmatiska rektiklet (ER) till Golgi, varefter det spjal-
kas till peptider och fors till cellytan for att presenteras for T-celler
[38].

ar attinaktivera mastceller pa ett allergenspecifikt sitt. IgG-re-
ceptorn FcyRIIB uttrycks pa mastceller och basofiler. Nar IgG
binder till receptorn har den inhiberande effekt pa cellen. Dér-
for konstruerades ett rekombinant protein, dir en del av IgG
(Fcy) kopplades ihop med huvudallergenet hos katt, Fel d 1
[22]. I det skapade fusionsproteinet binder Fcy-delen till Fcy-
RIIB, vilket leder till inhiberande signalering i mastcellen.
Allergendelen kommer att binda till Fel d 1-specifikt IgE pa
mastceller och basofiler och pa sa sétt koppla allergen-IgE-
bindning till en negativ signalering i stéllet for till den normala
aktiveringen via IgE (Figur 3). Effekten av behandling med

1944

denna typ av fusionsprotein, som hittills endast provats i en
djurmodell, uppnas genom att allergeninducerad degranule-
ring av mastceller och basofiler férhindras. Det &r alltsa fraga
om en allergenspecifik symtomatisk behandling, dir verk-
ningsmekanismen skiljer sig fran den mer varaktiga immun-
modulering som nas vid immunterapi.

Peptidbaserad immunterapi

Som alternativ till intakta allergener eller hypoallergener har
man gjort forsok att utféra immunterapi med allergen uppde-
lat i kortare bitar, allergenpeptider. Hittills har preparationer
bestaende av peptider fran kattallergen (Fel d 1) och bigift (fos-
folipas A2, PLA2) framstéllts [23]. Det tilltalande med denna
strategi ir att peptiderna, till skillnad fran det intakta allerge-
net, inte kan aktivera mastceller genom korsbindning av aller-
genspecifkt IgE, vilket minskar risken for systemiska IgE-me-
dierade biverkningar.

De peptidpreparationer som hittills testats bestar av pepti-
der av varierande lingd, som tillsammans innehéller de delar
av allergenet som kénns igen av T-celler och salunda ar kapabla
att aktivera det cellulira svaret mot allergenet. Den allergen-
peptidbaserade immunterapin gar ut pa att inducera immuno-
logisk tolerans via stimulering av allergen-specifika T-celler
[23]. Ett par studier utférdes i USA i slutet av 1990-talet med
tva T-cellsreaktiva kattallergenpeptider kallade ALLERVAX
CAT [24-26].1den storsta avdessa deltog 133 kattallergiska pa-
tienter [26], men liten effekt uppnaddes, samtidigt som ett fler-
tal negativa reaktioner raporterades [24-26]. I en placebokon-
trollerad studie i England, dar 24 kattallergiska patienter del-
tog, gavs aktiv behandling med en annan peptidpreparation,
dar tolv kortare peptider, som motsvarar storre delen avFeld 1,
ingick [27-28]. Behandlingen resulterade i en forbattring av
den kutana senfasreaktionen mot kattextrakt och ndssymtom
vid kattexponering.

Vad betriffar bigift har tvd mindre studier omfattande fem
respektive tolv patienter genomforts med olika preparationer
av PLA2-peptider [29, 30]. En fas I-studie, dir 16 patienter del-
tog, har senare utforts med tre ldnga PLA2-peptider i ett
dubbelblindat, placebokontrollerat protokoll [31]. Resultaten
fran dessa studier visar att immunterapi med allergenpeptider
har effekt [27-31], men jamf6relser med konventionell immun-
terapi och studier som undersoéker langtidseffekten saknas.
Dessutom har det dven i dessa studier rapporterats om biverk-
ningar. Da peptidvaccinerna verkar genom att aktivera aller-
genspecifika T-celler innebir denna typ av behandling 6kad
risk for senfasreaktioner - ett uppenbart kliniskt problem. Om
immunterapi med allergenpeptider ska kunna anvéndas i stor-
re utstrickning maste man kunna inducera regulatoriska me-
kanismer utan att stimulera for starka celluldra reaktioner mot
allergenet. Detta kan forhoppningsvis uppnés genom att opti-
mera doser, dosintervall och administrationsvégar.

Adjuvans

For att vaccination ska vara effektiv beh6ver immunsystemet,
framfo6r allt de antigenpresenterande cellerna, i de flesta fall
hjélp med att stimuleras pa ett effektivt sitt. Denna hjélp kan
ges tillsammans med allergenet, och den stimulerande sub-
stansen kallas adjuvans (av adjuvare, hjilpa). Adjuvanset bor
vara fritt fran biverkningar och helst aktivera bade det cellula-
ra och det humorala immunsvaret. Det vanligaste adjuvanset
bygger pa adsorption av vaccinet pa partiklar baserade pa alu-
miniumhydroxid (Alum) [32]. Denna typ av partiklar kom f6rst
till anvindning pa 1920-talet men ar forknippade med négra
svagheter. De kan ge lokala knutor vid injektionsstillet, granu-
lom, och allergi- och antikroppsassocierat Th2-svar. Beroende
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pa beskaffenheten hos det eller de allergener som adsorberas
kan Alum ge eni allergisammanhang riskfylld systemisk sprid-
ning,

Som ersdttning for Alum har vi prévat en ny kolhydratbase-
rad partikel (CBP) [33]. Denna sfiriska partikel ar 2 um i dia-
meter, vilket ar optimal storlek f6r fagocytos av antigenpresen-
terande celler [34]. Ytterligare en fordel ar att protein kan
kopplas kovalent i hog densitet till partiklen, vilket minskar
risken for systemisk spridning av allergenet vid vaccinering.
Detta mojliggér 6kning av allergendosen, med bibehéllen si-
kerhet for patienten, vilket i sin tur ger kortare behandlingsti-
der [35]. De resultat som hittills har presenterats visar att CBP
har snabbare antikroppskinetik &n Alum [36] och ger 6nskvird
balans mellan Thl- och Th2-svar i cellkultur [33]. CBP har ny-
ligen testats i en musmodell for kattallergi [36]. Resultatet pe-
kar pé att Fel d 1, huvudallergenet fér katt, kopplat till CBP for-
andrar immunsvaret sa att den allergiska inflammationen i
luftvigarna minskar signifikant. Resultaten tyder péa att CBP
kan betraktas som en lovande kandidat fér behandling av aller-
giska patienter.

Effektiv antigenpresentation dr 6nskvérd vid vaccination.
Detta kan ske pa flera sétt. Ett sitt som nyligen lanserats &r att
administrera allergenet direkt i lymfkorteln, centrum f6ér im-
munforsvaret. Preliminirt har goda resultat erhéllits genom
att behandla grispollenallergiska patienter med endast tre in-
jektioner inom en period av tvd manader och med laga doser av
allergenextraktet (0,5-1 1g). Detta visade sig ge ett lika varak-
tigt skydd mot griaspollen som traditionell immunterapi, som
omfattar 54 injektioner 6ver en trearsperiod [37].

For att ytterligare oka effektiviteten och sidkerheten med
dennabehandlingsmetod har MAT-konceptet utvecklats. MAT
(»modular antigen transporter«) bestar av tre delar: ett utvalt
rekombinant allergen, en kort peptid som ger snabb cellpene-
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tration och en enhet som presenterar allergenet i ytterst laga
doser fér immunsystemet via MHC II [38] (Figur 4). Fel d 1 ar
den forsta allergenkandidat som kommer att prévas i en fas
I/ITA-studie bland kattallergiska patienter i Schweiz. Fordelen
med behandlingen, fa injektioner och kort behandlingstid, for-
utsigs 6kaviljan hos patienten att genomf6ra vaccinationspro-
grammet jaimfort med konventionell allergenspecifik immun-
terapi.

Konklusion

Sammantaget har DNA-tekniken 6ppnat mojligheter for en ny
generation avimmunmodulerande behandlingsformer vid ast-
ma och allergier. De forsta kliniska studierna med rekombi-
nanta allergener har varit mycket uppmuntrande. Det finns i
dag flera rekombinanta allergener, som in vitro visat sig ha lo-
vande egenskaper for behandling av pollen-, katt- och kvalster-
allergi. Dessutom kan kombinationen med nya adjuvans och
immunmodulerande molekyler komma att forfina och effekti-
visera terapin ytterligare. Huruvida dessa nya koncept kom-
mer att leda till férbattrad immunterapi far framtida studier
utvisa, men vi har redan nu redskapen for att gora morgonda-
gens immunterapi mer specifik, effektiv och sofistikerad dn da-
gens.
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