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Adiuwanty jako czynniki podnoszace skutecznosé
szczepionek

Adjuvants as factors improving efficiency of vaccination
Grzegorz Chodaczek

Zaktad Terapii Doswiadczalnej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. L. Hirszfelda

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Obecnie opracowywane szczepionki zawieraja coraz cz¢Sciej antygeny wytwarzane metodami
inzynierii genetycznej lub antygeny izolowane z drobnoustrojéow chorobotwérczych. Dzigki temu
sa one pozbawione wielu dzialan niepozadanych, obserwowanych po zastosowaniu preparatéw
z calymi, inaktywowanymi mikroorganizmami. Polepszenie jakosci szczepionek odbywa si¢
czesto kosztem zmniejszenia ich zdolnosci do wzbudzania swoistych reakcji immunologicznych.
Immunogennos$¢ antygenu mozna jednak zwiekszy¢ podajac go razem z adiuwantami, ktére
poprawiaja efektywno$¢ szczepien na wiele sposobéw. Substancje te miedzy innymi chronia
antygen przed zbyt szybka degradacja w ustroju, stopniowo go uwalniajac z miejsca podania;
moga réwniez nieswoiscie pobudza¢ komoérki uktadu immunologicznego i przyczyniac si¢ do
wydajniejszego pochlaniania i prezentacji antygenu. Dobierajac odpowiedni adiuwant, albo ich
mieszanine, uzyska¢ mozna odpowiedZ immunologiczng o okreslonym typie - Th1 lub Th2.
Dokladne poznanie proceséw przetwarzania antygenu i aktywacji komérek antygenowo
swoistych jest jednak niezb¢dne do tworzenia bardziej skutecznych szczepionek.

szczepionka  adiuwant « komorka prezentujaca antygen * odpowiedZ immunologiczna

Summary

Modern vaccines, based on antigen subunits are devoid of many side-effects, but often lack
immunogenicity. The addition of adjuvants to vaccine formulas can overcome this problem. As
a very heterogeneous group of substances, adjuvants enhance immune response to weak anti-
gens in different ways. They protect against the rapid degradation of immunogen in the orga-
nism after inoculation. They can form a reservoir of antigens (the depot effect), increasing the
vaccine’s persistence at the injection site and the draining lymph nodes. Adjuvants also non-
specifically activate immune cells, including antigen-presenting cells and lymphocytes. In such
a case, the elevated immunogenicity of the antigen results from a bystander effect: by choosing
an appropriate adjuvant or a mixture of them, one can direct the type of immune response,
toward the generation of cell-mediated immunity (Th1) or the stimulation of the production of
specific antibodies (Th2). Recognition of the exact mechanisms of antigen processing and cell
interactions will allow constructing more effective vaccines.
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Dzigki szczepieniom organizm uczy si¢ rozpoznawac i
wladciwie reagowal na podany antygen. Efektywna
immunizacja w szczepieniach profilaktycznych jest w
pewnym sensie odwzorowaniem infekcji, z ta r6znica,
ze choroba nie moze si¢ rozwinaé, poniewaz do ustro-
ju wprowadzony jest nieaktywny patogen albo tylko
jego fragment. Sposrdéd miliondw komodrek uktadu
odporno$ciowego zostaja wyselekcjonowane i powie-
lone te, ktore swoiScie wiaza i sa aktywowane przez
dany antygen. Powstaje odporno$¢ nabyta, ktorej
zasadniczymi elementami sa:

* przeciwciala, obecne w plynach tkankowych i
wydzielinach §luzowo-surowiczych,

* swoiste antygenowo klony limfocytow T i B,
pelniace funkcje efektorowe,

* pozostajace w gotowosci komorki pamieci.

Dzigki tej odpornosci, przy ponownym napotkaniu
antygenu, organizm szybciej uruchamia mechanizmy
obrony przed prawdziwym zagrozeniem ze strony
mikroorganizméw i ich toksyn.

Obecnie stosowane szczepionki prowadza do powsta-
nia odpornosci gtéwnie typu humoralnego, angazu-
jacej komorki pomocnicze typu Th2 i komorki B oraz
objawiajacej si¢ obecno$cia swoistych przeciwciat.
Chronia one przed rozwojem choroby tylko wowczas,
gdy patogeny, przeciw ktorym si¢ szczepi, s3 niezmienne
antygenowo a infekcje przez nie wywolywane sg ostre
i krotkotrwate. W przypadku zakazen przewleklych
np. wirusem zapalenia watroby typu C, pratkami
gruzlicy czy pasozytami, odpowiedz typu komorko-
wego i mechanizmy cytotoksyczne sg niezbedne; te
jednak zachodza w wyniku generacji antygenowo
swoistych komorek typu Thl, charakteryzujacych si¢
wytwarzaniem takich cytokin jak interferon gamma,
interleukina 21 12.

Projektujac szczepionki powinno si¢ bra¢ pod uwage,
jaki typ odpowiedzi immunologicznej zapobiega
infekcji i jaki antygen nalezatoby wybraé¢ do immu-
nizacji tak, by odpowiedz i odporno$¢ zadanego typu
mogly si¢ rozwinaé. Obecnie prowadzone badania nad
nowymi szczepionkami zmierzaja do tego, by zaprze-
sta¢ stosowania preparatow sktadajacych sie z zywych
patogendéw o ostabionej chorobotwdrczosci (zdolnych
do namnazania w ustroju - szczepionka przeciwko
ospie, doustna szczepionka przeciwko polio) oraz z
zabitych calych komorek. W przypadku atenuowanych
szczepdw istnieje ryzyko rewersji wirulencji, czyli

powtornego pojawienia sie cech zjadliwosci, co byloby
szczegoblnie niebezpieczne u 0s6b o obnizonej odpor-
nosci. Cale, inaktywowane drobnoustroje chorobo-
tworcze mogg natomiast wywolywaé grozne powikta-
nia poszczepienne wskutek niepeinej neutralizacji
toksyn (np. szczepionka petnokomoérkowa przeciwko
krztu$cowi). Szczepionki podjednostkowe sa znacznie
bezpieczniejsze. Zawieraja izolowane antygeny,
antygeny otrzymywane metodami inzynierii genetycz-
nej, syntetyczne peptydy, koniugaty biatek i poli-
sacharydow lub plazmidowe DNA. Obnizona toksy-
czno$¢ preparatow ma jednak swoja cene; szczepionki
te sa zazwyczaj o wiele mniej immunogenne i dlatego
wymagaja jednoczesnego uzycia adiuwantéw — sub-
stancji, ktére wzmagaja odpowiedz uktadu immuno-
logicznego na podany antygen.

Jak dotad dopuszczono do stosowania u ludzi zaled-
wie kilka adiuwantéw: zwiazki glinu (wodorotlenek i
fosforan), MF59 — emulsja oparta na skwalenie, oraz
liposomopodobny preparat IRIV — immunostymulu-
jace, rekonstytuowane wirosomy grypy. Nad wieloma
potencjalnymi adiuwantami wcigz s3 prowadzone
badania, zaréwno przedkliniczne jak i kliniczne. Duze
wymagania odno$nie bezpieczenstwa i braku dziatan
toksycznych nowych postaci szczepionek znacznie jed-
nak ograniczaja prace nad ich wytwarzaniem, dotyczy
to zwlaszcza szczepionek przeznaczonych do profilak-
tycznych immunizacji. W przypadku chorob, jak dotad
nieuleczalnych, mozna przypuszczaé, ze tolerancja na
dzialania niepozadane nowych szczepionek praw-
dopodobnie wzro$nie.

Doktadne mechanizmy dziatania adiuwantéw nie
zostaly w pelni wyjasnione. Moga one jednak poprawiac
efektywnos¢ szczepien na wiele sposobow:

* podnosza immunogenno$c¢ stabych antygenow,

* przyspieszaja generacj¢ i czas trwania odpowiedzi
immunologicznej,

* moduluja awidno$¢, swoisto$¢ i rozktad izotypowy
przeciwciat,

* pobudzajg odpowiedz komdrkowa,

e indukuja odporno$¢ zwiazang z blonami
Sluzowymi,
* zwickszaja reaktywno$¢ komorek uktadu

odpornosciowego u niedojrzatych immunologicz-
nie osobnikéw oraz u 0s6b w podesztym wieku,
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* zmniejszajg dawke antygenu w szczepionce i
redukuja jej koszty,

* pomagaja przetamaé wspo6tzawodnictwo pomiedzy
antygenami w szczepionkach ztozonych [69].

MECHANIZMY POWSTAWANIA ODPOWIEDZI NA PODANY
ANTYGEN

Wprowadzenie do organizmu antygenu zawartego w
szczepionce wigze si¢ z mniejszym lub wigkszym
urazem i uszkodzeniem tkanek, zaleznie od inwa-
zyjnoSci procedury szczepienia. W miejscu szczepienia
gromadza si¢ jako pierwsze komorki zerne: neutrofile
i makrofagi, ktérych zadaniem jest pochtonaé i
rozlozy¢ obce, potencjalnie niebezpieczne struktury.
W nastepstwie tego procesu wydzielaja one wiele
mediatoréow zapalenia, powodujacych mobilizacje i
aktywacje wickszej liczby komorek. We wzbudzaniu
swoistej odpowiedzi najwazniejsze sa komorki prezen-
tujace antygen (APC - antigen presenting cells) [10].
Naleza do nich przede wszystkim wspomniane juz
makrofagi oraz komorki dendrytyczne. Ich zadanie
polega na prezentacji fragmentéw patogenu
wlaciwym komoérkom efektorowym odpowiedzi
immunologicznej [13]. Limfocyty T musza ,,zobaczy¢”
antygen w odpowiednim kontek$cie — komorka
prezentujaca antygen eksponuje na swojej powierzch-
ni przetworzony antygen, zwykle peptyd o diugosci 7-
25 aminokwasow, polaczony z czasteczkami gtéwnego
uktadu zgodnosci tkankowej (MHC - major histocom-
patibility complex). Kompleks peptyd-czasteczka
MHC Kklasy I jest rozpoznawany przez komérki T cyto-
toksyczne (zazwyczaj CDS8*), ktére potrafia
bezposrednio niszczy¢é komorki zawierajace dang sek-
wencj¢ aminokwasow w biatkach powierzchniowych.
Czasteczka MHC klasy II prezentuje peptyd pomo-
cniczym limfocytom T (Th) o fenotypie CD4*, ktérych
rola jest regulacja odpowiedzi immunologicznej
poprzez kontakt z innymi komdrkami i wytwarzanie
cytokin. Limfocyty B, odpowiedzialne za wytwarzanie
przeciwcial, rozpoznaja swoiscie, za pomoca recepto-
ra komorki B (BCR — B-cell receptor), niezwigzany i
niemodyfikowany antygen; do pelnej aktywacji potrze-
buja one jednak wspodlpracy z pomocniczymi
limfocytami T.

Ze wzgledu na wysoka ekspresje czasteczek MHC i
zdolno§¢ do aktywowania dziewiczych limfocytow,
komorki dendrytyczne (DC - dendritic cells) sa
okreslane jako profesjonalne APC [24]. Obecne sa
one w wiekszosci tkanek: w nablonku (populacja
zasiedlajaca naskOrek nazywana jest komorkami
Langerhansa), skorze wlasciwej, tkankach $rod-
migzszowych i w narzadach limfatycznych. Niedoj-

rzate DC wychwytuja antygeny w procesie fagocytozy,
makropinocytozy i endocytozy za poSrednictwem
receptorow DEC-205, DC-SIGN, receptora manno-
zowego, receptorow dla Fc koncéw immunoglobulin
klasy vy, € i receptora dopetniacza CR3. Pochlonicte
antygeny, roztozone w endosomach do krotkich pep-
tydow, tacza sie z czasteczkami MHC klasy 1T i sa
eksponowane przez dtugi czas na powierzchni komorki
[93]. Makrofagi przetwarzaja zfagocytowane czastki w
lizosomach - organellach ubogich w MHC klasy II,
gdzie biatka degradowane sa do pojedynczych
aminokwaséw, dlatego tez stabiej aktywujg limfocyty
T. Czasteczki MHC Kklasy I stuza do prezentacji anty-
genow endogennych, zsyntetyzowanych w cytoplazmie
(np. biatka wirusa) [83]. Antygeny wytwarzane przez
zainfekowana komorke wulegaja proteolitycznej
obrobce w wieloenzymatycznym kompleksie biat-
kowym - proteasomie, do ktorego trafiaja dzigki wy-
znakowaniu ubikwityna. Powstate 8§ — 10 aminokwa-
sowe peptydy transportowane s3 nastepnie przez
biatka TAP do siateczki endoplazmatycznej, gdzie
acza sie z czasteczkami MHC klasy 1. Zdarza sig, ze
antygeny egzogenne s3 prezentowane Kkrzyzowo,
szlakiem antygenéw endogennych [56]. Komorki
dendrytyczne moga wéwczas indukowaé antygenowo
swoiste reakcje cytotoksyczne np. po pochlonigciu
komorek apoptotycznych, zawierajacych biatka wiru-
sow, bakterii czy komoérek nowotworowych. Trzecim
systemem prezentacji antygendw sa czasteczki CD1
[13]. Wiaza one zwiazki o charakterze lipidow, m.in.
sktadniki Scian komoérkowych pratkéw z rodzaju
Mpycobacterium, lipoarabinomannany, mannozydy fos-
fatydyloinozytolu, kwasy mikolowe. Komorki T rozpo-
znajace takie glikolipidy wydzielaja IFN-y, niszcza
zainfekowane komorki, a takze bezpoSrednio pratki.

Jednocze$nie w komorcee dendrytycznej zachodza pro-
cesy aktywacji i dojrzewania. DC odpowiadaja na tak
zwane ,,sygnaly zagrozenia” wysylane przez uszkodzone
komorki podczas infekgeji, stresu komorkowego, przy
zmianach temperatury, w warunkach hipoksji czy
urazu [36]. Aktywuja je rowniez cytokiny, kompleksy
przeciwciato—antygen, bakteryjne i wirusowe kwasy
nukleinowe oraz wysoce zorganizowane, ewolucyjnie
niezmienne wzorce molekularne zwigzane z patoge-
nami (PAMP - pathogen-associated molecular pat-
tern), do ktorych naleza m.in. biatka szoku cieplnego,
lipopolisacharydy, peptydoglikany czy kwasy lipotej-
chojowe [69]. Receptory rozpoznajace wzorce (PRR -
pathogen recognition receptor) wystepuja konstytuty-
wnie na powierzchni komoérek ukiadu odporno-
Sciowego i sa kodowane przez geny nieulegajace
rekombinacji. Zalicza si¢ do nich receptory Toll-
podobne (TLR - Toll-like receptor), pobudzenie
ktorych prowadzi do wytwarzania cytokin i chemokin,
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odpowiedzialnych za rozwoj procesu zapalnego [89].
Cytoplazmatyczna domena TLR, przekazujaca sygnat
aktywacji jest homologiczna wzgledem cytoplazmaty-
cznej domeny receptora interleukiny 1 (IL-1) i inter-
leukiny 18 (IL-18), cytokin istotnych w powstaniu
odczynu zapalnego. Dojrzewaniu DC towarzyszy
wzrost ekspresji biatek MHC klasy I i 11, czastek kosty-
mulujacych (CD80, CD86, CD40, OX-40L), czastek
adhezyjnych ICAM-1 i VLA-4 oraz zmniejszenie licz-
by molekut bioracych udziat w wychwytywaniu anty-
gendw [24]. Ponadto, DC staja si¢ niewrazliwe na
immunosupresyjne sygnaly np. od IL-10. Kolejnym
etapem jest migracja APC do najblizej potozonych
wezloéw chtonnych pod wplywem miejscowego wytwa-
rzania IL-1, czynnika martwicy nowotworu (TNF-a) i
obnizonej syntezy receptoréw dla chemokin: CCR1,
CCRS5, CCRG6, ktore decyduja o zasiedleniu skory i
nabtonkdéw przez DC. Zwigkszenie z kolei wytwarza-
nia receptora chemokinowego CCR7 umozliwia
wejécie APC do strefy przykorowej wezta limfaty-
cznego (bogatej w limfocyty T), dzigki obecnosci tam
ligandéw dla CCR7 - chemokin ELC (MIP-3p) i SLC
(6Ckine) [13].

Dziewicze limfocyty nie maja dostgpu do tkanek nie-
limfoidalnych [80]. Wskutek braku ekspres;ji
wladciwych receptoréw zasiedlania, umozliwiajacych
im przejScie przez §cian¢ naczynia, kraza pomiedzy
drugorzedowymi tkankami limfatycznymi obejmujacy-
mi wezly chionne i §ledziong. Dopiero napotkanie w
wezle chionnym aktywowanej APC eksponujacej anty-
gen, swoiScie wigzany przez receptor komorki T (TCR
— T-cell receptor), daje szanse limfocytowi T na klo-
nalng ekspansje. Jest to tak zwany ,,sygnat 1”. APC
wydzielaja wiele cytokin (IL-12, IL-15, IL-18) i
chemokin, ktoére maja przyciagnaé dziewicze limfocy-
ty i komorki pamieci. Do pelnej aktywacji limfocyt T
potrzebuje ,,sygnatu 2”, dostarczanego przez czastecz-
ki kostymulujace B7.1 (CD80) i B7.2 (CD86) na APC,
faczace sie z CD28 na komorce T [55]. Przy braku
kostymulacji limfocyt T przechodzi w stan anergii i
organizm nabywa tolerancji na podany antygen.
Ligandem dla CD80 i CD86 moze by¢ rédwniez
czasteczka CTLA-4, majaca o wiele wicksze powino-
wactwo do nich niz CD28 [55]. Biatko to pojawia si¢
po okoto 48 godzinach od poczatku aktywacji, podczas
gdy ekspresja CD28 jest konstytutywna. CTLA-4
przekazuje do wnetrza komorki sygnal hamujacy
pobudzenie limfocytu.

W zaleznosci od tego, jaka subpopulacja komorek
dendrytycznych weszta w kontakt z limfocytem T
CD4+, jakie czasteczki kostymulujace wzigly udzial w
aktywacji oraz jakie cytokiny oddziatywaly na komor-
ki tworzace synapse immunologiczng, kierunek

réznicowania si¢ aktywowanego limfocytu T moze by¢
dwojaki: Thl lub Th2 [31]. Powstajace komorki Thl
wytwarzaja przede wszystkim IL-2, IFN-y i pomagaja
w rozwoju odpowiedzi komdrkowej: stymuluja cyto-
toksyczno$¢ limfocytow oraz aktywuja makrofagi.
Komoérki Th2 wytwarzaja interleukiny 4, 5, 10 i 13,
ktore uczestnicza w indukcji odpowiedzi humoralne;j.
Cytokiny charakterystyczne dla tych dwdch subpopu-
lacji limfocytow dziataja wzgledem siebie antagonisty-
cznie. Silna aktywacja komoérek jednej linii hamuje
rozwdj drugiej.

Dziewicze limfocyty po przeksztalceniu si¢ w komorki
efektorowe zaczynaja si¢ dzieli¢ [31]. Nabywaja zdol-
nosci do migrowania poza tkanki limfatyczne, gdzie
moga realizowac zadania, do ktdérych zostaly prze-
znaczone. Po zniszczeniu patogenu 90% limfocytow T
wchodzi w fazg S$mierci, uruchamiajac apoptoze.
Komorki, ktore przezyly dzigki zwickszonej ekspres;ji
czynnika antyapoptotycznego Bcl-2, staja si¢ komor-
kami pamigci. Podzieli¢ je mozna na dwie subpopu-
lacje: komorki efektorowe pamigci Ty, (T effector-
memory) i centralne komorki pamigci T, (T
central-memory). Zadanie T, polega na natychmia-
stowym reagowaniu w miejscu ponownej infekcji, pod-
czas gdy T, zasiedlajac tkanki limfatyczne w tym
samym czasie szybko dzielg si¢ i r6znicuja, aby wspomac
komorki efektorowe w tkankach obwodowych. W ten
sposob wtérna odpowiedz na dany patogen rozwija si¢
znacznie szybciej i efektywnie;.

SPOSOBY ZWIEKSZENIA IMMUNOGENNOSCI ANTYGENOW

Efekt dépot i ulatwianie pochlaniania antygenu
przez APC

Wolny antygen podany do organizmu szybko prze-
dostaje si¢ do krwiobiegu i w znacznej mierze jest
degradowany przez proteazy osocza lub enzymy
watroby. Tylko niewielka jego ilo§¢ ma szansg¢ trafié
razem z APC do weztéw chionnych i wywotaé reakcje
ukfadu immunologicznego. Adiuwanty moga zatrzy-
mac¢ antygen w miejscu podania, hamujac jego zbyt
szybka eliminacj¢ z ustroju i stopniowo go uwalniac,
dzigki czemu nastgpuje zwickszenie i wydluzenie
czasu jego prezentacji przez APC [22]. Gwarantuje to
nie tylko dorazne powstanie antygenowo swoistych
komorek, ale i pOzniejsze, ciagle utrzymywanie
odpowiedniej liczby komdérek pamigci, potrzebnych
do zwalczenia patogenu przy powtornej infekcji.

Zwiqzki mineralne

W szczepionkach powszechnie stosuje si¢ dodatek
zwigzkéw glinu — wodorotlenku i hydroksyfosforanu
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[42]. Substancje te sa nierozpuszczalne, maja struk-
ture zelowa i adsorbuja na swojej powierzchni anty-
gen, dzigki czemu jest on wolniej usuwany z organiz-
mu. Uzycie takiej zawiesiny powoduje powstanie
odpowiedzi gtownie typu Th2, przy czym wytwarzane
sa rowniez przeciwciala IgE, ktére moga si¢ przyczy-
nia¢ do wywolania alergii. Aktywowany jest rOwniez
ukfad bialek dopelniacza: sktadnik C3 rozpada si¢
m.in. do fragmentéw C3dg i C3d, te za$ wiazac si¢ z
czasteczkag CD21 na limfocytach B, wzmacniaja ich
aktywacje i prowadza do powstania komorek B
pamigeci [42].

Ten sam mechanizm dziatania wykazuje fosforan wap-
nia, ktéry w badaniach poréwnawczych ze zwigzkami
glinu, byt lepiej tolerowany [46]. Zwigksza on dodat-
kowo wytwarzanie przeciwcial klasy IgG2a, charak-
terystycznych u myszy dla odpowiedzi Thl (u ludzi
IgG1), nie podnoszac przy tym poziomu IgE. Jego
zaletg jest rOwniez to, ze stanowi naturalny skfadnik
ludzkiego organizmu.

Emulsje

Antygeny mozna zamykac¢ w emulsjach, czyli mieszani-
nach oleju i wody z dodatkiem tenzyddéw - substancji
powierzchniowo czynnych, stabilizujacych obie fazy
[6]. Zaleznie od typu, uwalnianie antygenu moze si¢
rozni¢. Emulsje O/W (,,0lej w wodzie”), gdzie faza
ciagla jest woda a faza zdyspergowana olej, zatrzymu-
ja antygen biatkowy na krotko; z kolei w emulsjach
odwrotnego typu (W/O - ,woda w oleju”) stopien
zatrzymania antygenu jest duzo wickszy. Emulsje
chronia antygeny przed rozkladem enzymatycznym,
moga nawet zwigksza¢ ich immunogenno$¢ poprzez
zmiang¢ ich fadunku elektrycznego. Utatwianie wy-
chwytu antygenu przez APC wynika prawdopodobnie
z aktywnoS$ci samego tenzydu zawartego w emulsji.
Obecne w nim grupy hydrofilowe i hydrofobowe
obnizaja napigcie powierzchniowe na granicy faz nie
tylko wewnatrz struktury adiuwantu, ale réwniez
miedzy kropelkami emulsji a blona komoérkowa APC.
Krople oleju pochodzace z emulsji znajdowane sa
rowniez w wezlach chlonnych, gdzie moga powodowad
akumulacje limfocytéw i modyfikowac ich funkcje.

Klasycznymi adiuwantami typu W/O sa pelny i
niepelny adiuwant Freunda (CFA - complete
Freund’s adjuvant, IFA - incomplete Freund’s adju-
vant) [51]. Sktadaja si¢ z oleju mineralnego (Marco
52) i emulgatora (Arlacel A - monooleinian manni-
tolu), CFA =zawiera dodatkowo zabite pratki
Mycobacterium tuberculosis. CFA i IFA okreSlane sa
,,zlotym standardem” w grupie adiuwantéw, poniewaz
wzgledem nich poréwnuje si¢ nowe formuly adiuwan-

towe, mimo ze same nie znalazly zastosowania w
zadnej z komercyjnie dostepnych szczepionek (CFA
ze wzgledu na zbyt duza toksycznos¢, IFA nadal w
badaniach klinicznych — preparaty Montanide ISA).

Obecnie na znaczeniu zyskuja emulsje wielokrotne
typu W/O/W (,woda w oleju w wodzie”), chara-
kteryzujace si¢ mniejsza lepkoScia niz W/O [67].
Antygen znajduje si¢ wewnatrz wewngtrznej fazy wod-
nej oraz w zewnetrznej, dzigki czemu uzyskuje sie
dwuetapowe uwalnianie antygenu. Pierwsza porcja
jest dostgpna natychmiast po podaniu, druga
opdzniona w czasie, stuzy za dawke przypominajaca,
tak jak w przypadku emulsji W/O. Uktad W/O/W jest
wysoce niestabilny, dlatego bardzo wazny jest dobdr
wlaSciwego stabilizatora. Zazwyczaj stosuje si¢
wielkoczasteczkowe amfifilowe kopolimery blokowe.

Rodzaj oleju uzytego w emulsji decyduje o stopniu
pobudzenia komoérek immunokompetentnych [6].
Oleje mineralne (olej parafinowy) pozostaja w miejs-
cu iniekcji znacznie diuzej niz oleje metabolizowane w
organizmie (skwalan, olej arachidonowy), dzialaja jed-
nak bardziej draznigco na tkanki i powoduja pow-
stanie wigkszego odczynu zapalnego. Im krotszy
fancuch weglowodorowy w resztach kwasow ttuszczo-
wych, tym lepsze wiasciwosci solubilizujace i wigksze
dziatanie draznigce.

W emulsjach typu O/W zawarto$¢ fazy lipidowej nie
przekracza 25%, rozmiar kropli oleju to okoto 200 nm
[67]. Ich dziatanie adiuwantowe wigze si¢ z utatwie-
niem transportu antygenu do APC oraz z ich
aktywacja. Stymuluja wytwarzanie przeciwcial,
pobudzenie odpowiedzi komdrkowej stwierdzono
tylko u myszy. Reprezentantami tego rodzaju formut
sa MF59 i SAF (syntex adjuvant formulation), oparte
na biodegradowalnych olejach skwalenie (MF59) lub
skwalanie (SAF) i detergentach: Tween 80 oraz
odpowiednio Span 85 lub Pluronic L121 [3]. W celu
zwickszenia ~ immunogennosSci SAF  zawiera
dodatkowo modyfikowane produkty pochodzenia
bakteryjnego. MF59 jest obecnie wykorzystywany w
szczepionce przeciw grypie we Wloszech, a testowany
klinicznie jako adiuwant w szczepionce przeciw wiru-
sowemu zapaleniu watroby typu B, opryszczce czy
AIDS [67].

Amfifilowe kopolimery blokowe

Zwiazki te naleza do substancji powierzchniowo czyn-
nych, czesto dodawanych do stabilizowania emulsji.
Pod wzgledem chemicznym sa to glikole polioksy-
etylenopolioksypropylenowe, otrzymane poprzez
polimeryzacje tlenku propylenu i tlenku etylenu [87].
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Zmieniajac proporcje substratow wzgledem siebie
zsyntetyzowaé mozna kopolimery o ré6znym ulozeniu
blokéw polioksyetylenowych (POE) i polioksypropy-
lenowych (POP), wplywajac jednocze$nie na
wtlasciwosci fizyko-chemiczne koncowego produktu.
Kopolimery o zawarto$ci POE mniejszej niz 10% sa
nierozpuszczalne w wodzie i dlatego moga by¢ uzyte
jako adiuwant. Warto$¢ liczby HLB (hydrophi-
lic/lipophilic balance), informujacej o wzglednym
powinowactwie zwiazku do fazy hydrofilowej, jest
wowczas mniejsza od 2, czyli osiaga poziom bliski
minimum, przypisany substancjom typowo hydro-
fobowym. Wraz ze wzrostem iloSci grup POE, ro$nie
wielko$¢ HLB i maleje aktywno$¢ adiuwantowa [48].
W szczepionkach eksperymentalnych wykorzystuje sie
kopolimery liniowe, w ktorych reszty hydrofilowe —
POE, znajduja si¢ na koncach lafcucha. Masa
czasteczkowa decyduje o przeznaczeniu zwiazku:
polimery o masie 3-6 kDa stuza jako emulgatory/stabi-
lizatory emulsji, zwigzki ci¢zsze niz 6 kDa tworza w
roztworach micelle, ktére moga adsorbowac na swojej
powierzchni antygeny i dostarcza¢ je do APC [67].
Optymalnie wielko$¢ rdzenia POP powinna wynosi¢
12-15 kDa [87]. Kopolimery zawierajace 5% POE
(HLB = 1) indukuja pobudzajac zar6wno komorki
Th1, jak i Th2. Udziat POE na poziomie 10% (HLB =
1,5-2) przesuwa rownowage w kierunku odpowiedzi
typu Th2 [67]. Zwiazki te nie s3 rozkladane w
organizmie, nie wigze si¢ to jednak z wicksza toksy-
cznoscia.

Mikrosfery

Bardzo dobry efekt dépdt uzyskuje sie stosujac
polimery poliestrowe sktadajace si¢ z kwasu
glikolowego i mlekowego (homo- i kopolimery) [43].
Tworza one kuliste, monolityczne czasteczki o rozmia-
rach 1-50 um, wewnatrz ktérych mozna rozpusci¢ lub
zawiesi¢ antygen. Polimery te od dawna sa wyko-
rzystywane do wyrobu wchlanialnych nici chirur-
gicznych. Tempo rozktadu polimeru reguluje si¢
dobierajac odpowiednie proporcje substratow.
Mikrosfery mozna zaprojektowac tak, by rozpadaly si¢
po kilku tygodniach, miesigcach a nawet po roku.
Wprowadzone do organizmu wchianiane s3 przez
APC, jesli ich rozmiar nie przekracza 10 um Srednicy
[28]. Antygen jest uwalniany woéwczas wewnatrz
komorki. Mikroczastki o $rednicy powyzej 10 um
hydrolizuja w tkankach a antygen przechodzi do plynu
zewnatrzkomoérkowego. Stosujac mieszaning mikrosfer
o rbéznej wielkoSci i czasie polowicznego rozpadu
mozna uzyska¢ uwalnianie pulsacyjne, dzigki czemu
powtdrne szczepienie w celu utrzymania ochronnego
poziomu przeciwcial nie byloby konieczne. Jedna
szczepionka zawieralaby wiec od razu dawki przypo-

minajace. Mikrosfery mozna wykorzystaé jako no$nik
antygendéw podanych doustnie [20].

Liposomy

Liposomy to pecherzyki zbudowane z podwojnej (cza-
sem wielokrotnej) btony lipidowej, w skiad ktorej
wchodza fosfolipidy, glikolipidy oraz cholesterol [60].
Antygeny mozna wprowadzac¢ do ich wewnetrznej fazy
wodnej, adsorbowa¢ na powierzchni blony lub
bezposrednio w niej osadza¢. Podobnie do mikrosfer
moga stanowi€ rezerwuar antygenu z kontrolowanym
uwalnianiem lub stuzy¢ za system no$nikowy do APC
[41]. Liczba warstw lipidowych decyduje m.in. o
dostepnosci antygenu. Wtasciwosci adiuwantowe lipo-
somOw zaleza ponadto od tadunku powierzch-
niowego, sktadu chemicznego i metody sporzadzania.
Problemem jest trwalo$¢ i stabilno§¢ liposoméw. Sa
one jednak bardzo dobrze tolerowane, pobudzaja
odporno$¢ humoralng i komoérkowa, aczkolwiek w
celu podniesienia immunogennoS$ci calej formuly,
czesto oprocz antygenu, wprowadza si¢ do nich sub-
stancje oddziatujgce bezposrednio na komorki uktadu
immunologicznego. Preparat IRIV - immunostymulu-
jace rekonstytuowane wirosomy grypy, zawiera lipo-
somy zbudowane z fosfatydylocholiny, fosfatydylo-
etanoloaminy i cholanu sodu oraz zintegrowane z
btona lipidowa glikoproteiny wirusa grypy: hemaglu-
tyning oraz neuraminidaze [38]. Pierwsza odpowiada
za wiazanie liposomu z APC i rozpoczecie endocy-
tozy; druga, przy braku efektywnej fagocytozy,
umozliwia oderwanie si¢ od receptora zawierajacego
kwas neuraminowy — dzieki zachowanej aktywnosci
enzymatycznej i polaczenie z inna komoérka. IRIV
wykorzystano juz w szczepionce przeciwko wirusowi
zapalenia watroby typu A (HAV), zarejestrowanej w
Szwajcarii [39].

Stosunkowo nowym odkryciem sa archaeosomy —
liposomy otrzymane z lipidow wyizolowanych z
Archaeobacteria, charakteryzujacych si¢ obecnoScia
dtugich, nasyconych i rozgalezionych tancuchéw
weglowodorowych o liczbie atoméw wegla 20, 25, 40,
potaczonych z glicerolem wigzaniem eterowym [70].
Te odmienne wtasciwosci chemiczne od standardo-
wych sktadnikéw liposoméw powoduja, ze archaeo-
somy maja lepsza stabilno$¢ i trwalo$¢, ich pochta-
nianie przez fagocyty jest wigksze, indukuja
odpowiedz typu Thl i Th2 oraz powstanie komoérek
pamieci. Nie wymagaja dodatkowych adiuwantéw, by
zwigkszy¢ immunogenno$¢ zawartego w formule
antygenu.
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Aktywacja APC i innych komorek
immunokompetentnych

Przedtuzona obecno$¢ antygenu w organizmie w
postaci dépot czy tez ukierunkowanie go do APC
zapewnia powstanie tylko ,sygnalu 1”. Prezentacja
peptydéw na czasteczkach MHC bez dodatkowych
sygnaléw wzmacniajacych aktywacje limfocytow,
powoduje ich przejScie w stan anergii i wytworzenie
tolerancji na antygen. ,,Sygnal 2” jest wiec niezbedny.
Ekspresja na APC czasteczek kostymulujacych i
wydzielanie cytokin prozapalnych zachodzi tylko pod-
czas ich réznicowania si¢ do postaci dojrzatej po otrzy-
maniu odpowiednich bodzcow (,,sygnat 0”), dzialaja-
cych na receptory odpornosci nieswoistej, np. PRR.
Adiuwanty moga swoja struktura odpowiadac¢ ligan-
dom tych receptoréw lub same stanowi¢c PAMP lub
»sygnaly zagrozenia” [80]. Podane razem z antygenem
wywoluja niezaleznie od niego odczyn zapalny i akty-
wuja APC. Powstajaca swoista odpowiedzZ na gtowny
sktadnik szczepionki jest wlasciwie dzialaniem
ubocznym proceséw zapoczatkowanych przez adiuwant.

Dipeptyd muramylowy i jego pochodne

Poszukujac alternatywnych dla CFA, mniej toksy-
cznych adiuwantéw, wyizolowano ze S$ciany
komorkowej bakterii z rodzaju Mycobacterium, dipep-
tyd muramylowy (MDP - N-acetylomuramylo-L-
—alanylo-D-izoglutamina) [42]. Jego dzialanie
immunostymulujace polega na mobilizacji APC, ich
aktywacji potaczonej z wydzielaniem cytokin: TNF-a,
IL-1, IL-6, IFN-y, GM-CSF i pobudzeniu fagocytozy.
Zwigksza proliferacje limfocytéw T, indukowana
mitogenami i sam jest mitogenem dla limfocytéw B.
Wskutek zbyt wysokiej pirogennosci preparatu doko-
nano kilku modyfikacji strukturalnych i otrzymano
bardziej bezpieczne pochodne: GMDP - dofaczony
jeden cukier, treonylo-MDP - alanina podstawiona
treoning, MTP-PE - tripeptydowe (dodatkowa alani-
na) polaczenie z fosfatydyloetanoloamina, nadajace
czasteczce amfifilowy charakter [91]. MDP podany w
roztworze soli fizjologicznej wywotuje gtéwnie
odpowiedz humoralng; zawarty w emulsji W/O
pobudza dodatkowo odpowiedz komorkowa.
Treonylo-MDP jest stosowany w SAF [63].

Monaofosforylowany lipid A

Zakazenia bakteriami Gram-ujemnymi czgsto
prowadza do wstrzasu septycznego z powodu obec-
nych w krwiobiegu lipopolisacharydéw — sktadnikow
Scian komoérkowych tych bakterii [62]. Zwiazki te
naleza do najsilniejszych aktywatoréw procesu zapal-
nego. Lipopolisacharyd (LPS) zawiera w swoim

sktadzie tancuch polisacharydowy O-swoisty, rdzen
oligosacharydowy oraz lipid A. Ten ostatni fragment
(dwucukier zbudowany z dwoch reszt glukozaminy, z
dwoma grupami fosforanowymi i pigcioma lub
sze$cioma resztami kwasow ttuszczowych o diugosci
12-16 atomoéw wegla, podigczonymi do czasteczek
cukréw) odpowiada za tak masywne pobudzenie
komoérek ukiadu odpornoSciowego. Wykazano, ze
LPS jest agonista TLR4 [89]. Nawet §ladowe iloSci
lipopolisacharydu wywoluja u ludzi goraczke, dlatego
tez uzycie go jako adiuwantu nie jest mozliwe. Wolny
lipid A jest tak samo aktywny jak LPS, ale poddany
fagodnej hydrolizie traci jedna grupe fosforanowa,
dzigki czemu zmniejsza si¢ jego toksycznoS¢.
Przeprowadzajac bardziej selektywna hydroliz¢ mono-
fosforylowanego lipidu A z Salmonella minnesota
R595, polegajaca na odcieciu jednego tancucha kwasu
tluszczowego, otrzymano nowy adiuwant — MPL™
[71]. Zwiazek ten zachowuje wiele cech wyjSciowej
czasteczki, dziata jednak goraczkotwdrczo w stopniu o
wiele mniejszym. Jego aktywno$¢ adiuwantowa wyni-
ka ze zdolnoéci do pobudzania APC do efekty-
whniejszej prezentacji antygenu — wzrost ekspresji
czasteczek kostymulujacych [25]. Zaobserwowano, ze
pod wplywem MPL™ komoérki dendrytyczne
przemieszczaja si¢ w obrebie §ledziony do strefy lim-
focytéw T. Ponadto, DC traktowane tym adiuwantem
wydzielaja wicksze iloéci IFN-y. Limfocyty T, ktorym
prezentowany jest swoisty antygen, w obecnoSci
MPL™ eksponuja na blonie komodrkowej wigcej
czasteczek CD40L - ligand6w bialek CD40, przekazu-
jacych komérkom dendrytycznym sygnat do dojrzewa-
nia [49]. Wykazano, ze jednoczesne uzycie antygenu
zamknietego w liposomie i monofosforylowanego
lipidu A uruchamia swoiste mechanizmy cytotoksy-
czne [94]. MPL™ jest tez skutecznym adiuwantem
podczas immunizacji donosowej [9]. Pobudza synteze
przeciwcial IgA w obrebie bion §luzowych, nie tylko w
gornych drogach oddechowych; w surowicy natomiast
obserwuje si¢ podwyzszony poziom IgG2a. W bada-
niach klinicznych MPL™ razem ze zwigzkami glinu
(formuta SBAS4) szybciej indukowal powstanie
ochronnego poziomu przeciwcial anty-HBs w porow-
naniu do komercyjnie dostepnych szczepionek przeciw
HBYV [4]. Adiuwant Detox-B™ zawiera monofosfory-
lowany lipid A i szkielet $ciany komorkowej
Mycobacterium phlei (CWS) i jest sktadnikiem szcze-
pionki terapeutycznej przeciwko czerniakowi
Melacine™ [63].

CpG i syntetyczne immunostymulujgce oligodeoksynuk-
leotydy

DNA pochodzenia bakteryjnego jest rozpoznawane i
wigzane przez TLR9 wskutek zawartych w nim
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niemetylowanych sekwencji dinukleotydéw cytozyny-
-guaniny, umieszczonych w odpowiednim sgsiedztwie
dwoch zasad purynowych od 5’ kofica i dwoch pirymi-
dynowych od kofica 3’ [54]. Czesto$¢ wystgpowania
takich motywow CpG u bakterii wynosi 1/16 par
zasad, podczas gdy u kregowcow 1/64 i u nich
zazwyczaj cytozyna ma przylaczong grupe metylowa.
W wyniku zwigzania CpG dochodzi do poliklonalne;j
aktywacji i proliferacji limfocytow B, niezaleznej od
pomocy limfocytow T, potaczonej z wytwarzaniem
przeciwcial i czynnikéw antyapoptotycznych. APC
reaguja na bakteryjne DNA lub syntetyczne
oligodeoksynukleotydy z motywami CpG wzmozonym
wydzielaniem IFN-o/f/y, IL-6, IL-12, IL-18, TNF-a,
GM-CSF i chemokin oraz wzrasta liczba czasteczek
kostymulujacych i MHC klasy II na ich powierzchni
[63]. Uruchomiona zostaje takze odpowiedz typu Thl,
ktoéra obejmuje rowniez cytotoksyczne komorki NK.
Ten rodzaj odpowiedzi mozna wzbudzi¢ po podaniu
CpG noworodkom, u ktérych reakcje obronne od
poczatku sa zdominowane przez komoérki Th2, dzigki
czemu szybciej powstaja mechanizmy odpornosci
komorkowej. W przypadku schorzen przebiegajacych
z nadmierng aktywacja limfocytéw Th2 (choroba aler-
giczna), motywy CpG moga przesunaé punkt cigzkosci
reakcji immunologicznych w kierunku odpowiedzi
typu Th1. W konsekwencji zmniejsza si¢ synteza prze-
ciwcial IgE, odpowiedzialnych za rozwo6j choroby, a
wzrasta wytwarzanie przeciwcial IgG2a [29]. Mecha-
nizm ten moze miec zastosowanie w szczepionkach tera-
peutycznych, a takze w leczeniu nowotworéw [54].

Syntetyczne oligodeoksynukleotydy konstruuje si¢
najczeSciej wprowadzajac wiazania fosforotioestrowe
miedzy nukleotydami, chroniac je w ten sposob przed
atakami nukleaz. Zwigkszenie aktywnoSci mozna
osiagna¢ réwniez przez adsorbowanie CpG na
zwiazkach glinu [85].

0821 i inne saponiny

Saponiny Quil A wyizolowane z kory kwilaji (Quillaja
saponaria), drzewa rosnacego w Ameryce Poludnio-
wej, od dawna s3 stosowane w szczepionkach wetery-
naryjnych [69]. Pod wzgledem chemicznym sa to
glikozydy triterpenoidowe, zdolne do wigzania si¢ z
cholesterolem. Dzialaja hemolitycznie, wbudowuja si¢
w btony komdrkowe i tworza pory. Doktadny mecha-
nizm ich dziatania adiuwantowego nie zostal jeszcze
poznany. Umozliwiaja najprawdopodobniej wniknig-
cie antygenu do cytosolu i jego prezentacj¢ przez
czasteczki MHC klasy I, indukujac w ten sposdb
odpowiedz komorkowa. Oczyszczona frakcja saponi-
nowa QS21 wykazuje najwicksza aktywnos$¢ sko-
relowana z obnizona toksyczno$cia [23]. Pobudza

m.in. komorki cytotoksyczne CD8*, indukuje synteze
przeciwciat IgG2a, a takze IgGl. W potaczeniu z
MPL™ oddzialywanie na komoérki Thl jest bardziej
zaznaczone [64]. QS21 silnie stymuluje wytwarzanie
IFN-y w odpowiedzi na antygen, ulatwiajac tym
samym uwalnianie IL-12 przez MPL™ [65]. Adiuwant
SBAS2, zawierajacy oba sktadniki, testowany jest w
badaniach klinicznych nad szczepionka przeciw-
malaryczna, w szczepionce przeciw HIV. QS21
(Stimulon™) wykorzystywano réwniez w wielu bada-
niach nad szczepionkami przeciwnowotworowymi [63].

Dazac do zmniejszenia toksyczno$ci preparatéw
saponinowych, opracowano nowy system no$nikowy —
immunostymulujace kompleksy — ISCOM [23].
Saponiny Quil A wbudowano do lipidowych
czasteczek, skladajacych si¢ z cholesterolu i fos-
folipidéw (fosfatydylocholina lub fosfatydyloetano-
lamina). Powstate struktury wygladaja jak sferyczna
klatka, pusta w §rodku, ujemnie natadowana, majaca
okoto 40 nm S$rednicy. Kompleksy ISCOM utatwiaja
wychwyt antygenu oraz jego prezentacj¢ w narzadach
limfatycznych [81]. Indukuja one synteze i uwalnianie
IL-1 przez APC, zwickszaja tez u nich liczbe
czasteczceck MHC klasy II na powierzchni biony
komorkowej w sposdb zalezny od dawki antygenu
[23]. Antygeny s3 rowniez prezentowane krzyzowo na
czasteczkach MHC klasy I [90]. DC traktowane
immunostymulujacymi  kompleksami  wytwarzaja
IFN-y [81]. Najwazniejsza cytoking w adiuwantowej
aktywnosci ISCOM wydaje sie IL-12, ktéra swiadczy o
pobudzeniu odpowiedzi Thl [82]. Probuje si¢ to
wykorzystaé w badaniach nad szczepionka przeciw
grypie i HCV [72, 78].

Podobna aktywno$¢ do Quil A wykazuja saponiny
odkryte w korzeniach krzyzownicy wirginijskiej
(Polygala senega). Frakcje PS-1 1 PS-2, podane razem
z antygenem, stymuluja wytwarzanie przeciwcial
IgG2a, a profil wydzielanych cytokin odpowiada
odpowiedzi Th1. W poréwnaniu do Quil A sg jednak
mniej toksyczne [32].

Enterotoksyny

Toksyna cholery (CT), pochodzaca z przecinkowca
cholery (Vibrio cholerae) i cieplochwiejna entero-
toksyna z Escherichia coli (LT) sa bardzo silnymi
immunogenami po podaniu na blony Sluzowe [92].
Pod wzgledem budowy sa homologiczne w 80%,
sktadaja si¢ z pojedynczej jednostki A (CTA/LTA) i
pigciu jednakowych monomeréw tworzacych podjed-
nostke B (CTB/LTB). Toksyczno$¢, zwiazana z prze-
wodem pokarmowym, jest wynikiem enzymatycznej
aktywnosci podjednostki A, ktora po odszczepieniu od
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podjednostki B, nieodwracalnie aktywuje cyklaze
adenylanowa, prowadzac do wzrostu poziomu
komorkowego cAMP i ucieczki z komorki jondw
chlorkowych. Towarzyszy temu przejScie wody do
Swiatla jelita, czego nastepstwem jest masywna
biegunka. Podjednostka B odpowiada za wiazanie
toksyny i jej transport na zasadzie endocytozy do
wnetrza komorki. Toksyna cholery wiaze przede
wszystkim gangliozyd GM1, LT dodatkowo inne gliko-
sfingolipidy lub glikoproteiny zawierajace galaktozg.

Aktywno$¢ adiuwantowa toksyn polega na pobudza-
niu syntezy wydzielniczych przeciwciat IgA swoistych
wobec jednocze$nie podanego antygenu w obrebie
bton S$luzowych [77]. Odporno$¢ zwiazana ze
Sluzbwkami ma ogromne znaczenie, poniewaz to one
stanowia wrota zakazenia dla wigkszoSci patogenow.
Wykazano, ze toksyny CT i LT oddzialuja na APC,
zwiekszajac u nich ekspresj¢ biatek MHC klasy 11,
czasteczek kostymulujacych i receptoréow dla
chemokin (CCR7) [35, 66]. Indukowane jest rowniez
u nich wytwarzanie IL-1, ktore uruchamia odczyn
zapalny [19]. Przyjmuje si¢, ze LT pobudza mieszany
typ odpowiedzi Th1/Th2 [86], podczas gdy CT wedtug
jednych badaczy aktywuje tylko komorki Th2 [59],
wedlug innych obie populacje [30]. Za dziatanie
immunomodulujace toksyn jest odpowiedzialna pod-
jednostka B [17]. Dzialanie adiuwantowe rekombi-
nowanych podjednostek B jest jednak stabsze w
poréwnaniu z cala toksyna [45]. CTB i LTB podane
doustnie razem z wolnym antygenem wlasciwie nie
zwickszaja jego immunogenno$ci; sprawdzaja si¢
natomiast jako adiuwanty, jesli zostang wprowadzone
na btong §luzowa jamy nosowej [44].

Dokonujac punktowej mutacji w obrebie podjednost-
ki A, mozna zmniejszy¢ lub catkiem zlikwidowac
toksyczno$¢ CT i LT [77]. Podstawienie w pozycji 63
seryny lizyng powoduje powstanie mutantdéw
(LTK63/CTKG63), ktore sa nieaktywne enzymatycznie
i w zwiazku z tym nietoksyczne. LTK63 zachowuje
aktywno$¢ adiuwantowas, silniejszag od LTB, zar6wno
po podaniu doustnym jak i donosowym [27]. CTK63
jest natomiast stabym adiuwantem [26].

Enterotoksyny umozliwiaja réwniez immunizacje
poprzez skore [37]. Umieszczajac na nieuszkodzonej
skorze plaster nasaczony roztworem antygenu i CT
lub LT indukuje si¢ odpowiedZ humoralng (gtéwnie
typu Th2) wyrazona przeciwcialami IgG i IgA w
surowicy i btonach §luzowych wobec obu sktadnikéw
szczepionki [37].

Cytokiny i inne immunomodulatory

Uzycie cytokin jako adiuwantéw wydaje si¢ najprost-
szym rozwigzaniem. Zamiast stymulowac ich wytwarzanie
odpowiednimi czynnikami, podaje si¢ je bezposrednio
razem z antygenem. Mozliwe jest w ten sposob
oddzialywanie na proces przetwarzania antygenu i
aktywacji APC na poziomie jednej i tej samej komor-
ki. Problematyczne moze by¢ dobranie odpowiedniej
dawki, poniewaz za mata nie bedzie miata zadnego
wplywu, przedawkowanie natomiast moze doprowa-
dzi¢ do sytuacji zupelnie odmiennej niz oczekiwana,
np. autoagresja (IL-2) lub immunosupresja (IFN-y)
[47]. Nie zawsze tez uzycie cytokin zwigzanych z jed-
nym typem odpowiedzi kieruje reakcje immunolo-
giczne w tym wla$nie kierunku [47].

Dzigki zastosowaniu czynnikow wzrostowych dla
komorek dendrytycznych: GM-CSF i liganda dla Ftl3
(FtI3-L), ich populacja moze zosta¢ wzbogacona
iloSciowo i jakosciowo [74]. GM-CSF preferencyjnie
zwicksza liczbe DC pochodzenia mieloidalnego, ktore
po aktywacji stymuluja limfocyty T do wydzielania
przede wszystkim cytokin Th2 (IL-4 i IL-10) oraz
pobudzaja wytwarzanie przeciwcial IgG1 [75]. Ftl3-L
podnosi liczbg komérek zar6wno mieloidalnych jak i
limfoidalnych, ale profil indukowanych cytokin i prze-
ciwcial w reakcji na podany antygen odpowiada
typowi Thl. FtI3-L ponadto przetamuje tolerancj¢ na
antygeny podane systemowo [76]. Bez adiuwantu
komorki swoiscie rozpoznajace wstrzykniety antygen
wchodza w stan anergii. Najprawdopodobniej Ft13-L
wplywa na przekazywanie sygnalu kostymulujacego
przez DC[76].

Chemokiny, petniac funkcje czynnikéw chemotakty-
cznych, przyciagaja komorki ukiadu immunolo-
gicznego do weztéw chionnych lub miejsc objetych
procesem zapalnym. Jednoczesne wigec uzycie anty-
genu z chemoking moze ulatwié¢ jego rozpoznanie
przez komoérki immunokompetentne. Do$¢ dobrze
scharakteryzowana jest aktywno$¢ adiuwantowa
chemokin RANTES i limfotaktyny przy podaniu
dosluzéw-kowym [16]. Pierwsza nasila reakcje Thl,
druga indukuje mieszany typ odpowiedzi. Obie stymu-
luja jednak wydzielnicze przeciwciata IgA.

Immunizowanie donosowe, aplikujac antygen razem z
IL-1, IL-12, IL-18 i GM-CSF (czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytow i makrofagéw),
prowadzi do powstania uktadowych i §luzéwkowych
reakcji  cytotoksycznych, charakteryzujacych sie
wzmozonym wydzielaniem IFN-y, prezentacja bialek
MHC klasy II i czasteczek kostymulujacych [18, 84].
IL-10/p jako adiuwant §luzéwkowy wspomaga synteze
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przeciwciat gtéwnie IgG1 i wydzielniczych IgA [16].
Fragment IL-1B, sktadajacy sic z 9 aminokwasow
(pozycje 163-171), wykazuje podobna aktywnos¢
immunostymulujaca i adiuwantowa, aczkolwiek
pozbawiony jest toksycznych dzialan wyjSciowej
czasteczki [15].

Aktywnos$¢ przeciwwirusowa IFN-o/f sktonita bada-
czy do sprawdzenia, czy dodanie ich do szczepionki
przeciwgrypowej poprawi jej ochronne wtasciwosci.
Interferony stymulowaly bardzo wytwarzanie przeciw-
cial IgG2a, zapewniajac pelna ochrone przed infekcja
wirusem. Podane donosowo zwigkszaly rowniez ilo§¢
IgA [73].

Zamknigcie cytokin w liposomach pozwala na
zmniejszenie dawki antygenu a ponadto zwigksza
dzialanie cytokin, wydluzajac czas ich eliminacji i
ulatwiajac ich przechwycenie przez APC [8, 88]. IL-2
zawarta w liposomach razem z biatkami powierzch-
niowymi wirusa grypy podnosi poziom ochronnych
przeciwcial u oséb w podesztym wieku, u ktérych
skuteczno$¢ standardowych szczepien nie przekracza
50% [12]. Na tej samej zasadzie opiera si¢ stosowanie
cytokin adsorbowanych na zwigzkach glinu [50].

Synergistycznie z IL-2 dziala GM-CSF, ktory jest
czynnikiem wzrostowym komorek dendrytycznych i
makrofagéw [7]. Oddzialuje on m.in. na proces
prezentacji antygenu, aktywujac APC i pobudzajac je
do migracji do wezidéw chtonnych. Por6éwnany z inny-
mi cytokinami stosowanymi pojedynczo (IL-2, IL-4,
IL-7, IL-1pB, IL-12, IFN-y, TNF-0)) GM-CSF okazat si¢
najskuteczniejszym adiuwantem w indukcji odpowiedzi
humoralnej i komérkowej [2]. Razem z IL-12 i TNF-a
nasila aktywno$¢ komorek cytotoksycznych CDS8*,
hamujac wydzielanie IL-4 i IL-10 oraz stymulujac
wytwarzanie IFN-y [1].

W  badaniach dotyczacych wzbudzania swoistej
odpowiedzi typu Thl modelowa cytoking jest IL-12.
Wykazano, ze IL-12 skutecznie stymuluje reakcje
cytotoksyczne w stosunku do pratkow gruzlicy [34] i
pierwotniakdéw z rodzaju Leishmania [52]. Podana
noworodkom razem z antygenem przetamuje domi-
nacj¢ odpowiedzi Th2, pobudza synteze przeciwcial
IgG2a, aktywujac jednocze$nie limfocyty
B pamigci [5].

W celu poprawy immmunogennoS$ci szczepionek
probuje sie eksperymentalnie wykorzystaé czasteczki
kostymulujace. Podanie dozylne zabitych przez ogrze-
wanie bakterii Listeria monocytogenes i przeciwciata
anty-CD40, o aktywnoSci naturalnego liganda tego
biatka - CD40L, pobudza odporno$¢ komoérkowa i

zapewnia ochron¢ przed zakazeniem S$miertelna
dawka bakterii [79]. Przeciwcialo to, zamkniete razem
z antygenem w liposomie, indukuje réwniez mecha-
nizmy cytotoksyczne po podaniu na bione §luzowa
jamy nosowej [68].

Inng strategia jest blokowanie sygnatow hamujacych
aktywacje, przekazywanych do wnetrza limfocytu po
potaczeniu si¢ CD80/86 z CTLA-4. Przeciwcialo anty-
CTLA-4 (bez aktywnoS$ci wewnetrznej) zapobiega
stlumieniu swoistych antygenowo reakcji, co zwykle
si¢ odbywa w warunkach niedostatecznej ekspres;ji
czasteczek CD80/86 na powierzchni APC [57].

Przetrwanie aktywowanych podczas szczepienia limfo-
cytow gwarantuje utrzymanie odpornosci. Wigkszos¢
uczulonych komoérek ginie jednak wskutek mecha-
nizméw apoptotycznych, zapoczatkowanych przez
interakcje miedzy czasteczkami Fas i Fas-L. Zwigksze-
nie przezycia swoistych antygenowo limfocytow
osiaggna¢é mozna dzigki zaangazowaniu czasteczek
OX40 [61]. Bialka te obecne sa gléwnie na akty-
wowanych limfocytach CD4+ (wskutek oddziatywan
CD28-CD80/86) a ich ligand wystepuje na powierzch-
ni APC, ktore zostaly pobudzone przez CD40L [40].
Agonistyczne przeciwcialo anty-OX40, uzyte w ciagu
24-48 godzin po immunizacji antygenem, chroni przed
rozwojem apoptozy, zwigksza produkcje przeciwciat i
pobudza rozwdj komoérek pamieci [33].

PoDSuUMOWANIE

W miar¢ poznawania mechanizmdéw odpowiedzial-
nych za rozpoznanie antygenu i aktywacje komorek
zdolnych do usunigcia zagrozenia, stopien wysub-
limowania technik stuzacych poprawieniu jakosci
szczepionek wzrasta. Badania sg prowadzone nie tylko
nad adiuwantami, pracuje si¢ rOwniez nad postacia i
rodzajem antygenu, zawartego w kompozycji szczepion-
ki. Poszukiwane sa m.in. epitopy w obrebie antygenu,
zapewniajagce ochrong¢ przed infekcja i choroba.
Projektuje si¢ dla nich no$nikowe peptydy, ktore
wigza si¢ ze strukturami obecnymi na wigkszosci
czasteczek MHC, po to, by zwiekszy¢ liczbe swoistych
komorek rozpoznajacych wybrany epitop [14]. Nie bez
znaczenia jest takze procedura wykonania samego
szczepienia (iniekcja podskorna/domigéniowa, poda-
nie doustne/donosowe/transdermalne, jedna dawka
uczulajaca/zmienna ilo§¢ dawek przypominajacych).
Wstrzykniecie domig$niowe szczepionki wiasciwie nie
prowadzi do wytworzenia ochronnych przeciwcial IgA
w obrebie bton §luzowych.

Klasyczne adiuwanty, ktorych dzialanie opiera si¢ na
efekcie dépdt lub utatwionym transporcie antygenu do
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APC, prawdopodobnie zostang w przysziosci zastagpione
adiuwantami nowej generacji, o wlaSciwoSciach
immunomodulujacych. Probuje si¢ otrzymac szczepion-
ki, ktére indukuja odpowiedz immunologiczng w petni
kontrolowana, mozliwa do sterowania. Dazy si¢ jed-
noczeénie do stworzenia szczepionek nietoksycznych,
nieinwazyjnych,  niewymagajacych  specjalnych
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