Mobilisering

av det mesenkymale infeksjonsforsvar

Bakgrunn. De fleste infeksjoner blir
nedkjempet i kroppens epiteler og i
overflatenzert bindevev lenge for anti-
stoffer og antigenspesifikke drepecel-
ler er blitt dannet, dvs. fer det spesi-
fikke infeksjonsforsvaret har rukket
4 komme til unnsetning. Mikrobielle
stoffer som aktiverer og modulerer
dette non-spesifikke forstelinjefor-
svaret i og naer kroppens overflater
kan gi ekt sykdomsmotstand, hoved-
sakelig ved stimulering av epitelenes
produksjon av antimikrobielle sub-
stanser og ved lokal aktivering av
vevsmakrofager.

Materiale og metode. Det finnes
mange mikrobielle stoffer som kan
aktivere makrofager. Beta-1,3-gluka-
ner fra sopp og gjer er de mest ak-
tuelle kandidater for farmasoytisk ut-
vikling fordi kjemisk sammensetning
og virkemate er godt klarlagt.

Resultater. 1 renfremstilt form gir
beta-1,3-glukaner svzrt effektiv be-
skyttelse av dyr mot infeksjon av vi-
rus, bakterier, sopp og parasitter.
Denne virkningen oppnis bide nar
stoffet injiseres og nar det paferes
slimhinner eller gis oralt. Beta-1,3-
glukaner motvirker ogsa giftvirknin-
gen av bakterielle endotoksiner og
stimulerer kroppens evne til 4 kvitte
seg med kreftceller.

Fortolkning. Aktivering av non-
spesifikk immunitet i epitel og i binde-
vev med isolerte mikrobielle substan-
ser tilsvarer tidlige trinn i et naturlig
infeksjonsforlep, og forer til okt in-
feksjonsmotstand hos dyr. Denne
maten a oke sykdomsresistensen pa,
praktiseres med hell i husdyrbruket
med beta-1,3-glukaner som gis oralt
eller piferes slimhinner. Tilsvarende
bruk innen humanmedisinen er en
realistisk mulighet, i tillegg til bruk av
mikrobielle immunmodulatorer som
adjuvans sammen med slimhinnevak-
siner.

Naér uttrykket immunitet blir brukt, tenker de
fleste pa lymfocytter, antistoffer og det in-
feksjonsforsvar som utvikler seg noen uker
etter en infeksjon eller som folge av vaksina-
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Background. Most infections are arrested in epi-
thelial and superficial connective tissues long
before antibodies and antigen specific killer cells
have been induced; i.e. before the specific de-
fence system has had time enough to come to the
rescue. Microbial substances that activate and
modulate this non-specific first-line defence in
and near the body surfaces may enhance disease
resistance, mainly by stimulating the production
of anti-microbial substances by epithelia and by
local activation of tissue macrophages.

Material and methods. There are many differ-
ent microbial substances that can activate macro-
phages. Beta-1,3-glucans from yeast and mush-
rooms are the most obvious candidates for phar-
maceutical development because their chemical
composition and mode of action has been clari-
fied in great detail.

Results. Beta-1,3-glucans in purified form pro-
vide efficient protection of animals against infec-
tions by virus, bacteria, fungi and parasites. Such
enhanced protection is obtained after injection as
well as after oral or mucosal administration.
Beta-1,3-glucans also counteract the toxic effects
of bacterial endotoxins and enhance the body’s
capacity to destroy cancer cells.

Interpretation. Activation of non-specific im-
munity in epithelia and in connective tissues by
purified microbial substances corresponds to
early events in a natural infection process and
renders animals more resistant to infections. This
way to enhance resistance to microbial infections
has been applied with success in animal husband-
ry with beta-1,3-glucans administrated orally or
onto mucosal surfaces. Corresponding use in hu-
man medicine is a realistic possibility, in addition
to the use of microbial immune modulators as
adjuvants in mucosal vaccines.

sjon. Men dette spesifikke, eller adaptive,
immunforsvaret utgjer bare en liten del av
kroppens forsvarsverk, og i biologien som
helhet er det naermest for et unntak a regne —
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spesifikk immunitet finnes bare hos om lag
3% av alle dyreslag.

Det non-spesifikke (= medfedte, pa en-
gelsk «innate») immunforsvar er langt det
viktigste i biologien, og dette urgamle infek-
sjonsforsvaret er sannsynligvis det viktigste
ogsa hos mennesker. Det er selvsagt vanske-
lig & belegge en slik pastand kvantitativt,
men de fleste forstegangsinfeksjoner blir
nedkjempet i lopet av timer til noen fa dager,
lenge for antistoffer eller antigenspesifikke
drepeceller er blitt dannet, dvs. for det spesi-
fikke infeksjonsforsvaret har rukket 4 kom-
me til unnsetning (fig 1).

Betydningen av non-spesifikk immunitet
kan ogsa illustreres ved a vise til at everte-
brater som snegler, skalldyr, insekter, osv.
som ikke har lymfocytter og derfor ikke kan
vaksineres pa samme méte som hoyeresta-
ende dyr, har et jevnbyrdig eller bedre for-
svar mot infeksjon enn det vi har. Vi har
gjennom evolusjonen beholdt i hovedsak de
samme non-spesifikke forsvarssystemer
som disse har, og i tillegg utviklet spesifikk
immunitet.

Vart infeksjonsforsvar faller i tre noksa
tydelige forsvarslinjer. Den forste dannes av
epitelene, den neste ligger i bindevevet, det
sakalte mesenkymale forsvar, og den tredje
forsvarslinjen er det spesifikke immunsys-
tem knyttet til lymfocyttenes funksjon.

Det er et tett funksjonelt samspill mellom
det medfedte og det adaptive infeksjonsfor-
svaret. Den non-spesifikke forsvarsreaksjo-
nen ner overflatene forer til at det dannes
signalstoffer (cytokiner) som aktiverer det
spesifikke immunforsvar. I neste omgang fo-
rer dette til at det dannes cytokiner som vir-
ker tilbake pad det medfedte infeksjonsfor-
svaret og gjor det mer effektivt.

Epiteloverflatenes forsvar

Huden pa et voksent menneske er ca. 2 m?,
mens slimhinnene har en overflate pa ca.
400 m?. Nesten alle mikrober som fremkal-
ler sykdom, benytter en av kroppens slim-
hinner som inngangsport, og de fleste mik-
rober blir tatt hdnd om der for de rekker &
trenge videre inn.

Epitelets forsvar bestér forst av en tett me-
kanisk barriere. I noen epiteler har cellene
cilier, som koster mikrober mot kroppsap-
ningene. Dernest lager epitelcellene slim
med innhold av karbohydrater som hindrer
mikrober i 4 feste seg til overflatene. Vik-
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Figur 1 Skjematisk illustrasjon av spesifikk og ikke-spesifikk reaksjonsmdte. A) Det spesi-
fikke immunapparat, — for eksempel som produksjon av antistoff ved infeksjon eller vaksine-
ring. Etter forste stimulus, 1, tar det 1—2 uker for reaksjonen er signifikant. Etter annengangs-
stimulus, 2, skjer reaksjonen mye raskere og er mye sterkere (sekundcerrespons). Den stiplede
linjen illustrerer avtakende niva av antistoff uten nytt stimulus. B) Det ikke-spesifikke immun-
apparat, — for eksempel i form av makrofagsystemet ved infeksjon eller annen stimulering.
Reaksjonen, 1, er rask, nesten momentan, men kortvarig. Det er lite eller ingen hukommelse i
systemet. Reaksjonen ved annengangsstimulus, 2, er som ved forstegangsstimulering

tigst er likevel cellenes produksjon av pep-
tidantibiotika, jernbindende substanser og
lysozym. Virkninger av peptidantibiotika er
godt beskrevet i oversiktsartikler (1-3).

Peptidantibiotika, for eksempel defensi-
ner, har svert bredspektret virkning og en
effektivitet per mol omtrent pé linje med te-
trasykliner. Det er ikke pavist ervervet resis-
tens mot naturlige defensiner, noe som kan
henge sammen med stoffenes grove virk-
ningsmekanisme: opplesning av mikrobe-
nes cellemembraner. Produksjonen av de-
fensiner og andre peptidantibiotika er for det
meste konstitutiv, dvs. den foregar ustanse-
lig, uten dpenbar stimulering. Det er imidler-
tid vist at mengden av defensiner gker under
infeksjon (2), hvilket ma bety at de i alle fall
til en viss grad kan induseres.

En apenbart viktig oppgave for medisinsk
forskning i fremtiden vil vaere & finne sub-
stanser som, nar de blir tilfort slimhinner, kan
stimulere til okt produksjon av defensiner nar
det er onskelig. Det samme gjelder for lyso-
zym og for de jernbindende substansene, for
eksempel laktoferrin, som konkurrerer om
dette mineralet som er sa viktig for mikrobe-
nes metabolisme og formeringsevne.

Det mesenkymale forsvar
Begrepet «mesenkym» brukes om bindevey,
blodarer og blodceller — alt dette som funge-
rer samlet og koordinert i forsvar mot mikro-
ber, i betennelser, tilhelingsprosesser og i
stromautvikling i svulster. Alvorlige gene-
tiske, medfedte feil i det mesenkymale sys-
tem forekommer ikke, antakelig fordi et in-
divid med en slik feil ikke engang er livsdyk-
tig 1 fosterlivet og vil bli abortert.

Det mesenkymale infeksjonsforsvar er
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forst og fremst knyttet til vevsmakrofagenes
funksjon. Vevsmakrofager finnes overalt i
kroppen hvor det finnes bindevev og arer —
inklusive i hjernen hvor de kalles mikroglia.

Vevsmakrofagene (fig 2) er fagocytter. De
sluker mikrober og oppleser dem. Men de er
ogsa vaktposter. Hvis et lite antall mikrober
kommer inn i bindevevet, vil de raskt og full-
stendig bli eliminert av makrofagene ved
fagocytose. Hvis flere mikrober har trengt
inn, vil makrofagene — i tillegg til fagocytose
— reagere ved & produsere cytokiner, sarlig
interleukin 1 (IL-1) og tumornekrosefaktor
(TNF), som induserer forandringer i venule-
nes endotel og setter i gang en akutt beten-
nelse. Derved tilkalles granulocytter med
enorm kapasitet for fagocytose og bakterie-
drap. Lokal akutt betennelse i liten skala ma

Figur 2 Elektronmikroskopisk bilde av
vevsmakrofag. Den lose kromatinstruktu-
ren tyder pa aktiv transkripsjon. Lyse va-
kuoler i cytoplasma er tegn pd pinocytose
eller fagocytose. Stort golgiapparat er ty-
pisk for celler med stor sekresjon

sees pa som en normal prosess. Antakelig
har alle mennesker til enhver tid en svak be-
tennelse et eller annet sted i kroppen, som
ledd i balansen mellom fredelig sameksi-
stens og farlig infeksjon.

Samtidig med produksjon av signalsub-
stanser av typen interleukin 1 og tumor-
nekrosefaktor, produserer makrofagene sma
mengder komplement og store mengder pro-
staglandiner og leukotriener. Akutt beten-
nelse, i liten eller stor skala, er en komplisert
prosess med mange komponenter, men gan-
ske lett & forsta prinsipielt, hvis man tar ut-
gangspunkt i vevsmakrofagenes funksjon
som vaktposter og signalprodusenter.

Aktivering av det non-spesifikke
infeksjonsforsvaret

Makrofager kan enten vaere hvilende — det er
det normale — eller aktiverte. Aktivering kan
skje gjennom pavirkning av gammainterfe-
ron, produsert av andre immunceller, oftest
som folge av en reaksjon i det spesifikke im-
munapparat, eller direkte av bakterie- og
sopprodukter. Reaksjonen pa mikrobielle
produkter er eksempel pé at evolusjonen har
utviklet mekanismer som raskt registrerer
stoffer som er seregne for mikrober, og som
folgelig er palitelige kjemiske alarmsignaler
om infeksjon. Eksempler pd bakteriepro-
dukter som kan aktivere makrofager direkte,
er lipopolysakkarider, peptidoglykaner, li-
poteichoinsyre, lipoarabinomannan, beta-
1,3-glukaner og lipopeptider. Eksempler p&
stimulerende komponenter av sopp eller
protozoer er glukaner, kitin, mannan og gly-
kosylfosfatidylinositol. Det finnes ogsa sub-
stanser som demper makrofagenes reak-
sjonsevne, for eksempel lipofosfoglykan fra
Leishmania donovani (4).

Den naturlige introduksjonen i kroppen
av mikrobielle makrofagaktiverende sub-
stanser skjer i form av intakte mikrober —
bakterier, virus, sopp eller protozoer, og ved
naturlig og uunngaelig inntak av mikrobielle
produkter fra det miljo vi lever i. Kanskje er
kroppen gjennom evolusjonen blitt avhengig
av et visst inntak av mikrobielle produkter
for & fungere adekvat (5).

I'mange ar har det veert forsekt a renfrem-
stille stoffer som kan aktivere det mesenky-
male forsvar uten selv & lede til infeksjon
eller alvorlig betennelse. Lipopolysakkari-
der kan vanskelig benyttes fordi de er for
toksiske — antakelig mest fordi de stimulerer
til altfor kraftig produksjon av tumornekro-
sefaktor.

Mest lovende er bakterie- og soppkompo-
nenter av typen beta-1,3-glukan (fig 3). Stof-
fer av denne typen har i eksperimentelle sys-
temer vist seg ekstremt effektive som infek-
sjonsbeskyttere mot virus, bakterier, sopp og
parasitter (6—9), og de har ingen toksisk
virkning i konsentrasjoner som ligger langt
over det som er aktuelt & bruke til infek-
sjonsbeskyttelse. Beta-1,3-glukaner virker
ikke bare ved & oke organismens evne til
mikrobedrap, men beskytter (fig 4) ogsa mot
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sjokk forarsaket av bakterielle endotoksiner
(lipopolysakkarider), noe som kan henge
sammen med at beta-1,3-glukan motvirker
endotoksinindusert produksjon av tumor-
nekrosefaktor (10) og lipopolysakkaridindu-
sert toksisitet (11, 14).

Det mesenkymale system er viktig ikke
bare i forhold til infeksjon. Makrofager produ-
serer vekstfaktorer og regulerer dermed sértil-
heling og arrdanning, og denne prosessen kan
ogsa paskyndes av beta-1,3-glukan (15).

Eksperimentelle studier har vist sldende
antitumoreffekter av makrofagstimulerende
stoffer (16, 17). I Japan er beta-1,3-glukan i
bruk for & motvirke immunsuppresjon som
folge av stralebehandling og bruk av celle-
gifter, og til & stimulere kroppens egen evne
til 4 kvitte seg med kreftceller (18). De fleste
studier av dette slag er gjort ved a injisere
beta-1,3-glukan, men erfaringer fra Japan
tyder pé at ogsa oral tilfersel kan gi virkning.
BCG som ogsé er en makrofagstimulator,
brukes som kjent i behandling av blarepa-
pillomer.

Bruk av makrofagstimulerende
stoffer i husdyrbruket

Beta-1,3-glukan har i mer enn ti ar veert
brukt med stort hell som sykdomsforebyg-
gende middel i akvakultur og tradisjonelt
husdyrhold, for det meste som fortilsetning,
men ogsd som adjuvans i vaksiner og til
dyppbehandling av smafisk og oppdrettsre-
ker. Resultatene er entydige etter bruk ver-
den over med mange forskjellige dyreslag,
bade akvatiske og landdyr: Beta-1,3-glukan
forer til okt sykdomsresistens (redusert
dodelighet) og, muligens som en folge av
dette, til bedre vekst og forutnyttelse.

Figur 5 viser resultatet fra ett av svert
mange kontrollerte smitteforsek som de-
monstrerer virkningsgraden av beta-1,3-glu-
kan tilsatt for til laks (19).

Beta-1,3-glukan brukes i for til spedgris
og kalv for a redusere infeksjonsplagene i
avvenningsfasen, til kylling og broiler mot
virus- og bakterieinfeksjoner og til hund mot
infeksjonstrelaterte leddplager. Bedringen i
helsetilstand hos smagris er korrelert med
redusert niva av haptoglobin i blod (20).

Til grunn for den praktiske bruken av
beta-1,3-glukan i husdyrproduksjon ligger
det en omfattende vitenskapelig dokumenta-
sjon som har relevans ogsd i humanmedisi-
nen. Det gjelder for eksempel studier som
viser at beta-1,3-glukan virker som adjuvans
for bade injeksjons- og mukosalvaksiner, til
og med nar det gis oralt eller mukosalt, mens
vaksineantigenet gis ved injeksjon.

Det er grunn til & merke seg at beta-1,3-
glukan i heymolekyler og mikropartikulaer
form ikke blir sugd opp fra tarmen i pavise-
lige mengder og transportert rundt med blo-
det. Likevel fremkaller stoffet en systemisk
virkning pa dyr. Dette kan skyldes at stoffet
reagerer med reseptorer pa utlepere fra mak-
rofager og dendrittiske celler i underliggen-
de lymfoide vev (21).
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Figur 3 Kjemisk oppbygning av beta-1,3-glukan. Glukosemolekyler er koblet sammen i
glykosidbinding mellom hydroksylgruppen i betaposisjon pa karbon 1 og hydroksylgruppen i
karbon 3 (beta-1,3-binding). Beta-1,3-glukaner med immunmodulerende evne har sidegrener
fra 6-posisjon. Lengden pad beta-1,3-glukankjedene og antall sidegrener er bestemt av den
biologiske kilden for glukanet, og av fremgangsmdten for utvinning
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Figur 4 Virkningen av beta-1,3-lukan pa TNF-o og dodelighet hos mus. A) Konsentrasjon
av TNF-a i peritonealveesken hos mus, for og etter injeksjon av Escherichia coli. I den ene
gruppen av mus var beta-1,3-glukan blitt injisert 48 timer pa forhdand (sirkler), i den andre
(kontroll) fysiologisk saltvann (firkanter). B) Overlevelse (%) av mus 12 timer etter injeksjon
av E coli (tilsvarende grupper som i A). Hentet fra Seljelid og medarbeidere (10)
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Figur 5 Virkningen av beta-1,3-glukan pd dodelighet av smdlaks som ble smittet med
Vibrio salmonicida. To grupper fisk (a 40 stk. individuelt merket) med gjennomsnittsstorrelse
pd 50 g, ble foret i 35 dager pa et standard fiskefor uten (= kontrollfisk) og med beta-1,3-glu-
kan (1 g/kg). Deretter ble fisken i de to gruppene overfort til samme tank, smittet gjennom van-
net med Vibrio salmonicida. Hentet fra Robertsen og medarbeidere (19)
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Skepsis i humanmedisinen?
Muligheten for bruk av beta-1,3-glukan i hu-
manmedisinen har vaert mett med skepsis.
Dette kan komme av at en del resultater fra
kliniske forsek ikke har latt seg reprodusere.
Antakelig skyldes dette diskrepanser i dose-
ring og applikasjonsveli, i tillegg til at de
stoffer som har vaert brukt, ofte ikke har vaert
presist nok karakterisert kjemisk. Det er for
eksempel ikke nok & henvise til at et stoff er
et beta-1,3-glukan. Man ma kjenne molekyl-
strukturen for & kunne si noe om virkning,
fordi det er en forutsetning for effektiv mak-
rofagaktiverende og biologisk virkning av et
beta-1,3-glukan at molekylet har forgrenin-
ger i 6-posisjon pa beta-1,3-glukankjeden.
I tillegg varierer virkningsgraden av et beta-
1,3-glukan med hyppighet og lengde péd
slike sidegrener.

En annen grunn til skepsis kan vere at
forskere som er vant med tenkningen fra
spesifikk immunologi, simpelthen ikke har
hatt tro pa, eller har oversett, betydningen av
de urgamle, bredspektrede non-spesifikke
forsvarssystemer. En forandring er inntruffet
i de siste 4r, etter klarleggingen av strengt
definerte molekyleere mekanismer som lig-
ger til grunn for virkningene (4, 22—-24).

Toll-reseptorer

Man har til na funnet i alt ni sékalte «Toll-
like receptors» (TLR) (4). Disse reseptorene
formidler den aktiverende effekten av hen-
holdsvis lipopolysakkarider (TLR 4) og
beta-1,3-glukaner (TLR 2 og/eller 6). Man
kjenner bare delvis det intracellulere signal-
apparatet som er knyttet til disse reseptore-
ne, likesd reguleringen av deres funksjon.
Men signalene som dannes er forskjellige,
avhengig av hvilken reseptor som er invol-
vert; lipopolysakkarider gir andre signaler
enn beta-1,3-glukan. Man mé ogsd regne
med at de ni Toll-reseptorene som til na er
identifisert, ikke representerer siste fase i
saken, men at funnene er begynnelsen pa en
omfattende molekylaer forstdelse av makro-
fagstimulering og dermed av en vesentlig
del av den naturlige, medfedte immunitet.
Det er ogsa funnet andre reseptorer for beta-
1,3-glukaner (25). Hvordan disse forholder
seg molekylert til Toll-reseptorene er ikke
klart. Det er nylig rapportert at Toll-reseptor
nummer 9 ser ut til & vaere en generell resep-
tor 1 pattedyrceller for bakterielt DNA (26),
en mekanisme som gjor det mulig for patte-
dyrceller & gjenkjenne og reagere pé bakte-
rie-DNA, i motsetning til eget DNA.

Det spesifikke immunsystem
Kroppens tredje forsvarslinje er det spesifik-
ke immunsystem, knyttet til lymfocyttenes
funksjon. Lymfocyttsystemet er karakterisert
av ekstrem spesifisitet og hukommelse. Vak-
sinasjon gir sveert effektiv beskyttelse mot ak-
kurat den spesielle mikroben, men ikke mot
andre. Hukommelsen, det vil si varigheten av
effekten, kan vere érevis eller livslang.
Aktivering av det spesifikke immunsys-
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tem har kraftig virkning og studiene av dette
systemet har gitt mange verdifulle impulser
ogsa til andre forskningsfelter enn selve im-
munologien. Det er derfor lett & overse at det
non-spesifikke infeksjonsforsvar knyttet til
epitel og mesenkymalt vev har vesentlig
storre betydning enn det spesifikke immun-
systemet i biologien generelt og i vart dag-
lige forsvar mot infeksjon.

Det mesenkymale system og lymfocytt-
systemet samarbeider ved at celler i det me-
senkymale system som oftest mé presentere
antigener til lymfocyttene for a fa en effektiv
immunisering. I den fremtidige utvikling av
vaksiner synes det derfor & vaere riktig stra-
tegi & prove a etterlikne den naturlige infek-
sjonsprosessen ved & aktivere TLR-systemet
i det mesenkymale vev ved hjelp av naturens
egne «faresignaler» (patogenassosierte mo-
lekylmenstre). P4 den méten seker man &
oppné en mer naturlig og effektiv adjuvans-
virkning enn med dagens injeksjonsvaksiner.

Non-spesifikt forsvar

og alvorlig infeksjon

Det foregér en viktig diskusjon om kampen
mot alvorlige infeksjoner og strategien for ut-
vikling av ny antiinfeksjonsbehandling. Som
et innspill til denne diskusjon har vi pekt pa
muligheten som ligger i & stimulere kroppens
egne non-spesifikke forsvarssystemer pa en
maéte som tilsvarer tidlige trinn i det naturlig
infeksjonsforlep i slimhinner og mesenky-
malt vev. Erfaringer med dyr er gode. Det
gjelder & finne mater a stimulere produksjon
av antimikrobielle peptider og vevsmakro-
fagenes mikrobedrap og produksjon av sig-
nalsubstanser. Serlig nér det gjelder det siste;
i form av fokusert lokal aktivering av makro-
fager med immunstimulatorer, for eksempel
beta-1,3-glukaner, kan praktisk anvendelse i
humanmedisinen vare like om hjernet.

Biotec Pharmacon ASA er produsent av ulike
beta-1,3/1,6-glukanprodukter. Professor Rolf
Seljelid er knyttet til selskapet som konsulent.
Jan Raa (tidligere professor ved Universitetet i
Tromse) er nd fagdirektor i samme selskap.
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