STRESZCZENIE

iekszos¢ patogenéw wnika do organizmu poprzez powierzchnie bton §luzowych czlo-

wieka np. nosa czy jelit. Odpowiedz immunologiczna blony $luzowej pelni istotna
role w skutecznym usunieciu zasiedlajacych patogenow. Niestety, wiekszosé szczepionek,
ktore sa podawane gléwnie domiesniowo nie indukuje odpowiedniej ochronnej odpowie-
dzi immunologicznej na blonach §luzowych. Przykladowo, po iniekcji domie$niowej po-
ziom wydzielniczych przeciwcial klasy IgA jest niski i czesto niewystarczajacy aby skutecz-
nie zneutralizowa¢ patogen. Natomiast odpornos¢ wzbudzana na blonie sluzowej wywoluje
dlugotrwaly efekt w postaci lokalnej oraz ogélnoustrojowej odpowiedzi na patogen. Co
wiecej, podanie szczepionek dosluzéwkowo nie generuje szkodliwych odpadéw medycz-
nych a ich zastosowanie nie wymaga obecnosci wykwalifikowanego personelu medycznego.
Trwaja intensywne badania nad szczepionkami podawanymi droga dosluzéwkowa. Trud-
noscia w rozwoju szczepionek §luzéwkowych sa naturalne mechanizmy obronne §luzéwki,
ktérych przezwyciezenie wymaga zastosowania wyspecjalizowanych adiuwantéw. Obecnie
na rynku brak jest takich formulacji.

IMMUNOLOGIA SLUZOWKI

Blona sluzowa ($luzéwka) to wysciétka przewodu pokarmowego, oddecho-
wego, moczowo-plciowego oraz rogéwki oka, ktéra ochrania organizm przed
patogenami. Jednoczesnie, umozliwia bytowanie mikroorganizméw tworza-
cych naturalng mikroflore cztowieka. Sluzéwka sktada sie z dwoch warstw: na-
btonka i znajdujacej sie pod nim tkanki facznej, zwanej tez blaszkq wtasciwa, za-
wierajaca naczynia krwionosne, limfatyczne, nerwy, gruczoly i miesnie gladkie.
Sluzéwka to pierwsze miejsce kontaktu z czynnikami zewnetrznymi, takimi jak:
alergeny, pozywienie i réznego rodzaju drobnoustroje. Sluzéwka uczestniczy
w rozpoznaniu czynnikéw zewnetrznych kontaktujacych sie z blona $luzowa
- wskazuje, ktére z nich sa potencjalnie niebezpieczne, a ktére nieszkodliwe.
Poznanie mechanizméw utrzymujacych homeostaze ma kluczowe znaczenie
w procesie projektowania szczepionki dosluzéwkowej.

U zdrowego czlowieka sluzowka zawiera 80% wszystkich komérek uktadu
odpornosciowego, a komérek produkujacych przeciwciala jest tu wiecej niz we
wszystkich pozostatych organach bioracych udzial w odpowiedzi immunolo-
gicznej [1]. Jest to bardzo ztozony system, a jego funkcja zalezy od odpowiedniej
aktywacji limfocytéw wchodzacych w skiad tkanki limfatycznej powiazanej z
blonami sluzowymi MALT (ang. Mucosal-Associated Lymphoid Tissue). MALT, ze
wzgledu na lokalizacje i pelnione zadania, dzieli si¢ na tkanke limfatyczng po-
wigzana z blonami §luzowymi nosa i ptuc NALT (ang. Nasal-Associated Lympho-
id Tissue), ukltadu pokarmowego GALT (ang. Gut-Associated Lymphoid Tissue) i
ukladu moczowo-plciowego. Kazda z tych tkanek jest unikalna i dziata niezalez-
nie od pozostatych. Kazda z nich jest rtéwniez zwigzana z systemowym ukladem
limfatycznym, przez co odpowiedz odpornosciowa indukowana na $luzéwce
moze wywolywaé odpowiedZ odpornosciowq catego organizmu. Co istotne, in-
dukcja odpowiedzi odpornosciowej w NALT moze wplywaé na odpowiedz w
GALT. Fenomen ten nazywany jest wsp6lnym ukladem odpornoéciowym bton
sluzowych [2].

Organizm dysponuje szeregiem mechanizméw bronigcych $luzéwke przed
patogenami (Ryc. 1). Szczepionka dosluzéwkowa, aby byla efektywna, musi
przedostaé sie przez te same ,linie obrony” gospodarza co patogen. Do wro-
dzonych mechanizméw obronnych zalicza sie nablonek, dziatajacy jako fizyczna
bariera chronigca przed dostepem do wnetrza organizmu i pokrywajace go wy-
dzieliny gruczoléw, bogate w mucyne oraz bialka o dzialaniu przeciwbakteryj-
nym. Komorki Gobleta (komérki kubkowe) znajdujace sie¢ w nabtonkach produ-
kuja bardzo duze ilosci glikoproteiny, ktéra tworzy gruba, naladowana elektro-
statycznie warstwe $luzu. Sluz i silne polaczenia miedzykomérkowe taczace ko-
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Rycina 1. Mechanizmy obronne §luzéwki. Czerwone owale reprezentuja patogeny. Uzyte skréty: HEV - zylki o wysokim srédbtonku, NK - naturalni zabdjcy (ang. natural

killers), sIgA - wydzielnicze przeciwciata klasy A, IgG - przeciwciata klasy G.

morki nabtonka s gléwnymi barierami bronigcymi przed
dostepem patogenéw do wnetrza organizmu. Antygeny,
ktore dostaja sie do organizmu, na przyktad wziewnie, zo-
staja zawieszone w $luzie, a nastepnie sa usuwane z jamy
nosowej poprzez ruchy urzesionych komorek nabtonka
nosa przesuwajacych sluz w strone ukladu pokarmowego.
Ciagty transport $luzu i zawieszonych w nim patogenow
zapobiega ich przywieraniu do komoérek nablonka oraz
skraca czas przebywania antygenu na $luzéwce. W §luzie
zawieszone sg enzymy trawienne, takie jak: hydrolazy (pro-
teazy, lipazy, nukleazy), laktoferyna i peroksydazy, ktore
szybko doprowadzaja do zniszczenia wnikajacych antyge-
néw. Dodatkowo, w obrebie blon §luzowych jelita cienkie-
go wystepuja komorki Panetha, ktére produkuja lizozym,
fosfolipaze A2 typu Il i a-defensyny [3]. W éluzie znajduja
sie¢ rowniez komorki ukladu odpornosciowego, aktywnie
zwalczajace drobnoustroje, takie jak: monocyty, makrofagi,
neutrofile i eozynofile. Te komoérki, dzieki receptorom Fc
obecnym na ich powierzchni, rozpoznaja ,naznaczone” w
wyniku opsonizacji czasteczki do zniszczenia. Dodatkowo,
uwalniajg duze iloéci cytokin dziatajgcych jak sygnaly alar-
mowe, ktére powoduja naptyw innych komorek uktadu od-
pornoéciowego. Wprowadzane do organizmu szczepionki
réwniez powinny pobudzaé te komoérki do dzialania przez
indukcje sygnalow niebezpieczenstwa (ang. danger signals).
Komoérki nabtonka rozpoznaja niebezpieczne skladniki mi-
kroorganizméw poprzez receptory rozpoznajace wzorce,
np. przez blonowe receptory toll-podobne (TLR, ang. toll-
-like receptor). Receptory toll-podobne w odpowiedzi na
elementy patogenu wysylaja sygnaty w postaci chemokin i
cytokin do nizZej potozonych komorek sluzéwkowego ukla-
du odpornosciowego, takich jak komoérki dendrytyczne czy
makrofagi celem uruchomienia dalszej odpowiedzi nieswo-
istej oraz zainicjowania odpowiedzi swoistej [4].
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Indukcja odpowiedzi $luzéwkowej przeciwko obcym
antygenom, zachodzi w obecnosci zorganizowanej tkan-
ki limfatycznej w $luzéwce lub w wezlach chtonnych, w
miejscach najbardziej prawdopodobnego kontaktu z pato-
genem (migdalki podniebienne, migdatki jezykowe) oraz
w miejscach nagromadzenia bakterii (dolna czeé¢ ukladu
pokarmowego). U ludzi zorganizowane grudki limfatyczne
tworza kepki Peyera, ktére zlokalizowane sa w btonie $lu-
zowej i podsluzowej jelita kretego oraz liczne samodzielne
grudki chlonne w jelicie i odbycie. Nad miejscami, w kto-
rych zlokalizowane sa te struktury, tkanka nablonkowa
tworzy wyspecjalizowang strukture zwana nablonkiem
towarzyszacym grudkom, w ktérym znajduja sie¢ komor-
ki M [5]. Komérki M charakteryzuje wysoka zdolnosé¢ do
endocytozy i transportu przez blone nienaruszonych anty-
genoéw. Komoérki M tworza kieszonki, do ktérych migruja
limfocyty BiT oraz czasami komoérki dendrytyczne. W tych
kieszonkach dochodzi do przekazania antygenu limfocy-
tom i komoérkom dendrytycznym, a nastepnie jego dalsze
przetwarzanie. Antygeny pobrane przez komoérki M zostajag
przekazane niedojrzalym komoérkom dendrytycznym, kto-
re nastepnie migruja do regionéw kepki Peyera bogatych
w niedojrzate limfocyty T, gdzie w procesie dojrzewania
ekspresji ulegaja antygeny powierzchniowe, takie jak CD40
czy czasteczki MHC [6]. Niektore z nich wedruja do weztéw
chtonnych, gdzie dochodzi do kontaktu z komérkami syste-
mowego ukladu immunologicznego. Komérki dendrytycz-
ne, ktére pobraly antygen moga oddziatywac z limfocytami
celem indukcji pamieci, immunologicznej lub tolerangji,
moga rowniez opuscic sluzéwke przez naczynia limfatycz-
ne i migrowaé, przyktadowo do weztéw chionnych, gdzie
prezentuja antygen naiwnym limfocytom T [7].

Posrednikami swoistej sluzéwkowej odpowiedzi immu-
nologicznej sa wydzielnicze przeciwciata typu A (sIgA), kt6-
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Tabela 1. Poréwnanie drég podania szczepionki.

rzadko: gruczot sutkowy,

Parenteralna slinianki, uktad pokarmowy tak
slinianki, gérne i dolne drogi

Donosowa oddechowe, uklad rozrodczy, tak
jelito cienkie i grube

Doustna uktad pokarmowy, slinianki, e
gruczoty sutkowe

. gorne i dolne drogi oddechowe,

Podjezykowa uktad pokarmowy, uklad rozrodczy tak

Przezskérna gorne 1Id01/ne drogi 0(.1dech0we, staba e
odpowiedz w ukladzie pokarmowym

Doodbytnicza jelito grube, odbyt, uklad rozrodczy  tak

Dopochwowa uktad rozrodczy brak danych

tak [17]

tak mozliwe interakcje [18,19]
z uktadem nerwowym !

e silny mechanizm tolerangji, [20]
degradujace sSrodowisko

tak [21]

tak koniecznos¢ zastosowania [22]
mikroigiet

staba [22]

slaba immunizacja zalezna [18,22]

od fazy cyklu

re zapobiegaja kolonizacji Sluzéwki przez patogeny. Dzieki
temu, uniemozliwiaja dotarcie patogenéw do glebszych
warstw nabtonka i tym samym zatrzymujq rozwéj choroby
[4]. sIgA, poprzez zwigzanie patogenu, doprowadzaja do
jego ,uwiezienia” w §luzie, zapobiegajac bezposredniemu
kontaktowi z nabtonkiem. Nastepnie, specyficzne przeciw-
ciata sIgA blokuja receptory powierzchniowe patogenéw,
uniemozliwiajac im wigzanie si¢ do nabtonka. sIgA, ktore
znajduja sie pod powierzchnig nablonka, moga transpor-
towac optaszczone patogeny do Swiatla jelita lub dopro-
wadzaé¢ do $mierci juz zakazonych komérek [8]. Oprécz
przeciwcial klasy IgA réwniez przeciwciata klasy IgG moga
by¢ produkowane lokalnie, na §luzéwce, po pojawieniu sie
antygenu [4].

W odpowiedzi immunologicznej §luzowki istotng role
odgrywa odpowiedZz komoérkowa. OdpowiedZz wrodzo-
na oraz dziatanie wydzielniczych IgA bardzo dobrze sie
uzupelniajg. Przyktadowo, cytotoksyczne limfocyty T roz-
poznaja peptydy np. biatek rdzeniowych wiruséw grypy.
Biatka te zwykle sa wytwarzane i prezentowane znacznie
wczedniej niz biatka rozpoznawane przez przeciwciata neu-
tralizujace, takie jak hemaglutynina czy neuraminidaza. Za-
tem odpowiedz komoérkowa nastepuje znacznie wczedniej
niz indukcja przeciwcial i tworzy jedna z pierwszych linii
obrony. Komoérki cytotoksyczne moga by¢ klasyfikowane
na te dzialajace niespecyficznie i specyficznie wzgledem
antygenu. Do pierwszej grupy naleza komoérki NK, ktére
dzialaja na bardzo wczesnym etapie zakazenia (dzien 1-3).
Komoérki drugiej grupy zaczynaja dzialaé pézniej (dzierr
3-5) [9]. Komorki obu grup reaguja na patogen poprzez
produkgje cytokin, takich jak IFN-y, TNF-a i chemokin, ta-
kich jak Rantes, MIP-1a i MIP-1p [10]. Nastepnie komoérki
cytotoksyczne rozpoznaja i niszcza zainfekowane komorki,
przez co zapobiegaja namnazaniu sie wirusow.

Poza mechanizmami obronnymi opisanymi powyzej,
istnieja réwniez mechanizmy tolerancji sluzéwkowej, ktore
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istotnie wplywaja na efektywnosé szczepionki. W przypad-
ku naturalnej mikroflory, na przyklad w jelicie, komoérki
nablonkowe wraz z obecnymi pomiedzy nimi i pod nimi
komérkami fagocytujacymi moga modulowacé i ttumic sy-
gnaly pochodzace od wtasnej mikrobioty. Procesy toleran-
qji sluzowkowej przeciwdziataja nadreaktywnosci systemu
wzgledem nieszkodliwych antygenéw. To, czy dany an-
tygen wywota odpowiedZz immunologiczng czy tolerancje
zalezy w gléwnej mierze od dawki i czasu trwania jego
kontaktu ze Sluzéwka. Tolerancja moze zosta¢ wywotana
na dwa sposoby - przy dlugotrwalym kontakcie antygenu
podanego w niskich dawkach lub w przypadku podania
wysokiej jednorazowej dawki antygenu, ktéra doprowadza
do swoistego przyttoczenia ukltadu immunologicznego [11].

W ukladzie oddechowym, w przypadku wysokich da-
wek antygenu, dochodzi do indukgji tolerancji na drodze
anergii [12], a gdy podawane sa niskie dawki rozpuszczal-
nych antygenéw, wtedy tolerancja jest wynikiem polaryzacji
immunologicznej, czyli réznicowania limfocytéw w strone
limfocytéw Th1 [13]. Do anergii dochodzi w momencie, gdy
limfocyty T rozpoznaly antygen, ale nie otrzymaty dodatko-
wego sygnatu stymulujacego. Te limfocyty, w odpowiedzi
na antygen, nie namnazaja sie i nie produkuja IL-2. Delecja
klonalna prowadzi do apoptozy specyficznych wzgledem
antygenu limfocytéw Th1 i Th2. Mechanizm, w ktérym bio-
ra udzial limfocyty T-regulatorowe, polega na blokowaniu
przez nie proliferacji populacji limfocytéw specyficznych
wzgledem antygenu [14]. Z powyzszego opisu wynika, ze
odpowiedni dobér dawki antygenu jest kluczowy w proce-
sie projektowania szczepionki dosluzéwkowe;j.

Wprowadzona do organizmu szczepionka musi spro-
sta¢ zar6wno aparatom obronnym $luzéwki jak i wzbudza¢
dostatecznie silng odpowiedZ bez jednoczesnej indukcji
tolerancji. W zaleznosci od wybranej drogi podania szcze-
pionki, repertuar tych mechanizmoéw jest inny i musi by¢
brany pod uwage w procesie projektowania szczepionki.
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Co wiecej, droga podania oraz typ zastosowanego nosnika
réwniez wplywaja na efektywnosc i rodzaj wzbudzanej od-
powiedzi.

DROGI PODANIA SZCZEPIONEK I ICH SKEADNIKI

Szczepionka jest to preparat biologiczny, ktérego sto-
sowanie ma na celu wzbudzenie odpornoéci wzgledem
specyficznego mikroorganizmu. Dostepne na rynku szcze-
pionki dzieli si¢ na cztery grupy: szczepionki atenuowane,
czyli oparte na zywych, ale ostabionych mikroorganizmach;
szczepionki oparte na zabitych mikroorganizmach; szcze-
pionki podjednostkowe, czyli zloZzone z wyizolowanych z
patogendw i oczyszczonych antygenéw; oraz szczepionki,
w ktorych znajduja sie toksyny produkowane przez mikro-
organizmy. Obecnie odchodzi sie od zastosowania w szcze-
pionkach catych organizméw, ze wzgledu na mozliwos¢
wywolania choroby u szczepionego pacjenta. Dodatkowo,
szczepionki podjednostkowe majg wiele zalet m. in. obnize-
nie prawdopodobieristwa wystapienia dziatari niepozada-
nych i mozliwo$¢ stosowania preparatu o $ciéle okreslonym
skladzie [15]. W nowoczesnych szczepionkach skojarzonych
znajduja sie sktadniki nalezace do wszystkich powyzszych
grup. Szczepionki moga by¢ stosowane w postaci zastrzyku
lub dosluzéwkowo czyli na przyklad doustnie, donosowo,
dopochwowo itd. (Tabela 1) [16].

Szczepionki podawane droga parenteralng sa zwykle
stabymi induktorami odpowiedzi odpornosciowej na $lu-
zéwece. Przewagga tych szczepionek jest dokladnie okreslona
iloé¢ podanego antygenu i tatwos¢ oszacowania odpowie-
dzi organizmu na szczepienie poprzez zbadanie poziomu
specyficznych przeciwcial krazacych w krwi pacjenta. W
przypadku szczepionek przeznaczonych do podania do-
sluzéwkowego, jest to znacznie utrudnione. Niewiele tego
typu szczepionek zostalo dopuszczonych do zastosowania
u ludzi. Niemniej jednak, szczepionki sluzéwkowe maja
bardzo duzy potencjal praktyczny wynikajacy z utatwione-
go podania i produkgji, braku pozostatych po szczepieniu
groznych odpadéw medycznych oraz mniejszych obostrzen
prawnych przy wprowadzaniu na rynek. Dodatkowo, takie
szczepionki moga zosta¢ podane przez osobe bez przeszko-
lenia medycznego, co moze ulatwi¢, np. walke z pandemia
grypy, masowe szczepienia w krajach najubozszych lub tez
immunizacje w wypadku biologicznego ataku terrorystycz-
nego.

Idealna szczepionka powodowalaby, ze podanie jedna
droga indukowaloby zaréwno odpowiedz komoérkowa jak
i humoralng i to nie tylko na $luzéwce, ale w calym orga-
nizmie. Pod tym katem podanie donosowe i podjezykowe
zdaja sie by¢ najbardziej obiecujace (Tabela 1).

Szczepionki wyzwalajace zar6wno odpowiedz Sluzéw-
kowg jak i systemowa to te podawane doustnie, donosowo,
podjezykowo i przezskérnie. Szczepionki doustne stanowia
najwieksze wyzwanie dla ich twércow, ze wzgledu na dzia-
tanie enzymoéw trawiennych. Co wiecej, takie szczepionki
musza przedostac sie przez bariere sluzowki w odpowied-
nio duzym stezeniu, celem wywolania odpowiedzi immu-
nologicznej bez jednoczesnego wzbudzenia mechanizmu
tolerancji. Dostepne jest bogate piSmiennictwo na temat
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szczepionek testowanych doustnie u zwierzat, jednak wy-
niki badan klinicznych rozczarowuja. Co prawda istnieja
efektywne szczepionki doustne, takie jak te przeciwko ro-
tawirusom lub cholerze, ale nadal brakuje wiedzy na temat
tego, dlaczego jedne szczepionki doustne dzialajg, a inne
nie. Niestety, szczepionki doustne mogg mie¢ stabsze dzia-
tanie u osob z krajéw rozwijajacych sie ze wzgledu na ich
niedozywienie, zaburzona mikroflore jelitowa i schorzenia
towarzyszace [23].

OdpowiedZz immunologiczna przy podaniu podjezyko-
wym szczepionki jest podobna do tej w przypadku podania
donosowego. Takie szczepienie rozpuszczalnymi, jak i cza-
steczkowymi antygenami, indukuje odpowiedz humoralng
w postaci Sluzéwkowych IgA i systemowych IgG oraz cyto-
toksycznych limfocytéw T [21]. Immunizacja podjezykowa
przeciwko wirusowi brodawczaka i Chlamydia muridarum
zapobiegala infekgji tymi patogenami. Ten sam sposéb po-
dania byl réwniez efektywny w przypadku immunizacji
przeciwko Helicobacter pylori czy Vibrio cholerae. Warto pod-
kresli¢, ze w tym przypadku, dawka antygenu jest mniejsza
niz przy podaniu doustnym [24]. Obecnie trwajg badania
kliniczne nad szczepionkami podawanymi podjezykowo.

Podanie przezskérne szczepionki prowadzi do wytwo-
rzenia silnej odpowiedzi immunologicznej w gérnych i dol-
nych drogach oddechowych, stabej w ukladzie pokarmo-
wym czy ukladzie systemowym [22]. Duzym utrudnieniem
w szczepieniu przezskérnym jest koniecznosc zastosowania
wyrafinowanych systeméw aplikacji, ktére umozliwityby
penetracje wierzchnich, martwych warstw naskoérka. Do ta-
kich systeméw naleza mikroigly, zastosowanie sonoforezy,
czy jonoforezy. Wszystkie powyzsze znacznie zwigksza-
ja koszty szczepienia oraz utrudniaja sam proces aplikacji
szczepionki.

Podanie donosowe indukuje odpowiedZ immunologicz-
na w NALT, sluzéwce ukladu pokarmowego, ukladzie od-
dechowym i rozrodczym, a takze odpowiedZ systemowgq
[25]. Szczepionka przeciwko grypie (FluMist, MedImmu-
ne), zawierajaca atenuowanego wirusa, podawana donoso-
wo okazala sie bardzo efektywna [26]. Podobnie zakoniczyty
sie proby podania donosowego szczepionki przeciwko Shi-
gella flexneri, patogenu atakujacego uklad pokarmowy [27].
Donosowo stosuje si¢ mniejsze porcje antygenu i adiuwan-
tu w poréwnaniu do na przyktad podania doustnego.

Szczepionki podane dosluzéwkowo natrafiaja na te same
mechanizmy obronne, co atakujace organizm patogeny,
czyli: zostaja rozciericzone i unieruchomione w §luzie, s3
atakowane przez proteazy i nukleazy, zostaja oddzielo-
ne od wnetrza organizmu szczelng bariera nablonka. Ze
wzgledu na powyzsze, potrzeba duzej dawki szczepionki,
aby immunizacja byla efektywna. Co wigcej, niemozliwym
jest okreslenie jak duza jej czes¢ trafia do komoérek ukiadu
odpornosciowego. Rozpuszczalne, nieadherentne antygeny
sg pobierane w bardzo matym stopniu i czesto wzbudzajg
tolerancje zamiast odpowiedzi [28]. Opisane utrudnienia
moga zostaé przezwyciezone dzieki zastosowaniu odpo-
wiednich adiuwantéw. Najlepiej takich, ktére wigzatyby sie
do powierzchni $luzéwki, a najlepiej do komoérek M, sty-
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mulowaly mechanizmy wrodzonej odpornosci i wzbudzaty
odpowiedz nabyta, specyficzna wzgledem patogenu.

Adiuwant to sktadnik szczepionki, ktéry wzmacnia od-
powiedZ humoralng i komérkowa organizmu na antygen.
Ma szczegblne znaczenie w przypadku szczepionek pod-
jednostkowych, gdyz te same w sobie nie sa wystarczajaco
immunogenne. Adiuwant powinien by¢ stabilny az do mo-
mentu jego zastosowania, a jednoczeénie ulegajacy szybkiej
biodegradacji w organizmie po zakoriczeniu procesu in-
dukcji odpowiedzi immunologicznej na antygen. Ponadto,
powinien by¢ obojetny immunologicznie, tani w produkcji,
a w polaczeniu z antygenem powinien indukowac¢ odpo-
wiedni rodzaj odpowiedzi odpornosciowej. Wyrézniamy
co najmniej kilka opisanych mechanizméw dziatania adiu-
wantéw. Adiuwant moze dziata¢ poprzez: tzw. efekt dépot,
czyli akumulacje antygenu w miejscu podania i jego powol-
ne uwalnianiu; ulatwianie transportu antygenu i jego pre-
zentacji komérkom immunokompetentnym; umozliwianie,
w polaczeniu z antygenem, aktywacje/ modulacje odpowie-
dzi immunologicznej i indukcje limfocytéw T-cytotoksycz-
nych [29].

W ciagu ostatniego stulecia zaproponowano wiele ad-
iuwantéw, ale tylko nieliczne zostaly przetestowane w ba-
daniach klinicznych. Z tego tylko pie¢ adiuwantéw zostato
dopuszczonych do uzycia u czlowieka przez Amerykariska
Agencje Zywnoéci i Lekéw, a sa to: zwiazki glinu, AS03,
MF59™, wirosomy i AS04 [30]. Wszystkie z nich stuza do
podania parenteralnego. Zwiazki glinu s najpowszechniej
uzywanymi adiuwantami w szczepionkach przeznaczo-
nych do stosowania u ludzi. AS04, MF59™ i wirosomy sa
stosowane w szczepionkach przeciwko grypie. AS04 znaj-
duje sie w szczepionkach przeciwko wirusowemu zapale-
niu watroby typu B oraz przeciwko wirusowi brodawczaka
ludzkiego [31]. Poznanie mechanizméw odpowiedzialnych
za powstanie odpowiedzi odpornosciowej w rejonie immu-
nizacji pozwala na zaprojektowanie odpowiedniego adiu-
wantu dla konkretnego rodzaju szczepionki.

Komoérki dendrytyczne sa wyspecjalizowane w prezenta-
¢ji antygenu, reguluja site i rodzaj odpowiedzi oraz pamieé
immunologiczng. Komoérki dendrytyczne rozpoznaja obce
antygeny, tworza z nich krétkie peptydy, ktére prezentuja
za pomoca czasteczek MHC receptorom limfocytéw T. Na-

stepnie, przy udziale dodatkowych czasteczek kostymulu-
jacych, aktywuja naiwne limfocyty T CD4* i CD8*. Komorki
CD4* wspomagaja limfocyty B w produkcji okreslonej klasy
przeciwcial i powstanie diugo zyjacych komoérek plazma-
tycznych produkujacych specyficzne wzgledem antygenu
przeciwciata [32]. Komérki dendrytyczne moga zosta¢ ak-
tywowane przez patogeny na dwa sposoby. Po pierwsze,
komérki dendrytyczne moga rozpoznawacé intruza za po-
moca receptoréw rozpoznajacych wzorce patogenéw, ta-
kie jak endotoksyny, czy peptydoglikan poprzez receptory
TLR. Po drugie, moze si¢ to odbywac posrednio poprzez
kontakt z wzorcami molekularnymi zwigzanymi z uszko-
dzeniem tkanek przez atakujgce patogeny, takie jak: kwas
moczowy, adenozyno-5-trifosforan lub biatkami zwiaza-
nymi z chromatyna [33]. Nastepnie, komoérki dendrytyczne
aktywuja komoérki T poprzez dostarczenie im maksymalnie
czterech sygnatéw aktywacji (Ryc. 2). Co najmniej dwa sy-
gnaly sa niezbedne do aktywacji naiwnych limfocytow T i
komérek pamieci. Pierwszy z nich jest wynikiem oddziaty-
wania receptora TCR na powierzchni limfocytéw T z cza-
steczkg MHC z komoérki dendrytycznej, na ktorej znajduje
sie peptyd pochodzacy od antygenu, np. biatka patogenu.
W ten sposéb limfocyt T jest pobudzany, ale do jego pelnej
aktywacji brakuje sygnatu drugiego, czyli kontaktu dodat-
kowych receptoréw z limfocytu T (np. CD28, OX-40, CD27)
z receptorami na powierzchni komoérki dendrytycznej (np.
CD80, CD86, OX-40L, CD70). W wyniku tych oddziatywan
dochodzi do namnazania aktywowanych limfocytéow T
CD4* oraz CD8" [34]. Zadziatanie jedynie sygnalu pierw-
szego, bez dodatkowej stymulacji, prowadzi do powstania
wczeéniej wspomnianej tolerancji. Po zadziataniu dwéch
sygnatoéw, limfocyty T CD4" sa aktywowane, ale nadal nie
maja okreélonej polaryzacji, wiec opisuje sie je jako CD4*
ThO. Do ich polaryzacji niezbedny jest sygnat trzeci otrzy-
many od dojrzalych komoérek dendrytycznych (dodatko-
wo stymulowanych przez eozynofile i komoérki tuczne)
poprzez cytokiny i inne czgsteczki obecne na powierzchni
tych komoérek [35]. Efektem tego jest polaryzacja komoérek
ThO w strone komorek efektorowych typu Thl, Th2, Th9,
Th17 lub Th22, ktérych dziatanie jest specyficzne wzgledem
konkretnych antygenoéw. Sygnal trzeci jest rowniez nie-
zbedny do powstania komoérek cytotoksycznych CD8* [36].
Efektorowe komoérki T potrzebuja jeszcze sygnatu czwarte-
go, ktéry pokieruje je do miejsca, w ktérym majq zadziatac.
Takim sygnatem sg produkowane przez komoérki dendry-
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Tabela 2. Charakterystyka badanych adiuwantéw sluzéwkowych.

doustna,
Inaktywowana donosowa, wplyw na .
enterotoksyna dopochwowa, prezentacje antygenu e, e ligh Ul U, QDS UL, MLt DLAD, MLl 728
doodbytnicza
doustna,
donosowa, wplyw na .
Toksyna cholery dopochwowa, presentacie antygent IgA, I1gG1, IgE Th2, CD8 IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 [47,48]
doodbytnicza
doustna,
donosowa, IgG2 w
MPL TLR4 . Thl/Th17 IL-1, IL-17, IEN-y [49]
dopochwowa, surowicy, IgA
doodbytnicza
doustna, IL-6, IL-12, IL-8,
CpG g TLRY IgG2a, IgA Th1/Th2, CD8* RANTES, MIP-1a, MIP- [47, 50]
dopochwowa, 1B, TNF-q, IFN-
doodbytnicza ! ! Y
Protollina (LPS) Donosowa TLR2, TLR4 IgA, IgG w surowicy Th1/Th2 IEN-y, MIP-3a, IL-18 [51]
Flagellina Donosowa TLR5, NLRC4 IgA, IgG Thl/Th2 TNF-a, IEN-y, MIP-2, IL-6  [49,52]
doustna, . . 1gG2a, 1gG2b, .
QS-21 donosowa mechanizm nieznany 1gGL, IgE Th1, CD8 IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 [49,53]
odpowiedz
. doustna, oddziatywanie . limfocytow
Chitosan donosowa elektrostatyczne 18G, IgA w surowicy zalezna od IL-1p, IL-18 [50]
antygenu
T odpowiedz
! . . klasa przeciwciata limfocytow zalezne od
HECS jonosowa, el e Aoty zalezna od antygenu zalezna od immunostymulatora [54]
opochwowa
antygenu
. doustna, . . klasa przeciwciata zalezne od
Nanoemulsja mechanizm nieznany . Thl/Th2 . [55]
donosowa zalezna od antygenu immunostymulatora
odpowiedz
Liposom doustna, mechanizm zalezny e limfocytow L2 [56]
P y donosowa od miejsca aplikacji &4/ 8 zalezna od
antygenu
COusE, kierowanie i . . 3
ISCOM donosowa, P IgG1, IgG2a Th1l/Th2, CD8 nie okreslono [49]
dopochwowa P ]
Czasteczki CIENEHTE
A donosowa, wiele mechanizméw  IgA, IgG w surowicy Thl/Th2 nie okreslono [49,50]
wiruso-podobne oo

*O ile nie zaznaczono inaczej, kolumna pt. ,rodzaj produkowanych przeciwcial” okresla przeciwciala oznaczane na sluzéwece.

tyczne witaminy, jak A i D. W odpowiedzi na te witaminy,
limfocyty T efektorowe, wlgczaja ekspresje receptoréw dla
cytokin chemotaktycznych CCR9 i CCR10 [37]. Pojawienie
sie tych zwigzkéw w Srodowisku kieruje limfocyty T efek-
torowe w strone jelit lub skory.

Pomimo braku jednoznacznych dowodéw uwaza sie,
ze do grupy adiuwantéw wzmacniajacych sygnat 1 nale-
za emulsje typu woda w oleju, mikroemulsje typu olej w
wodzie, alum, sole wapnia, liposomy oraz szeroka grupa
polimeréw. Zwiazki te wydluzaja okres przebywania an-
tygenu w miejscu podania, przez co przedtuzaja czas jego
prezentacji. Sygnat 1 beda réwniez wzmacnia¢ adiuwanty,
ktore zwiekszaja rekrutacje komorek prezentujacych anty-
gen i promuja prezentacje, przetwarzanie i kierowanie an-
tygenu do komorek prezentujacych antygen. Induktorami
sygnatu drugiego beda z kolei zwiazki, ktére stymuluja re-
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ceptory rozpoznajace wzorce patogenéw. Przykladowo sa
to lipoproteiny stymulujace receptory TLR2, LPS (lipopoli-
sacharyd) i MPL (monofosforylowany lipid A), ktére sa roz-
poznawane przez receptor TLR4, czy flagellina dzialajaca
poprzez receptor TLR5 [38]. Do grupy adiuwantéw wzmac-
niajgcych sygnat trzeci naleza zwigzki immunomodulujace,
takie jak alum, chitosan oraz biodegradowalne mikro- i na-
noczastki [39]. Dotychczas nie opisano adiuwantu, ktory by
efektywnie wspomagat sygnal czwarty.

Czeécé z powyzej wymienionych to adiuwanty dosluzéw-
kowe. Obecnie badane i stosowane adiuwanty dosluzéwko-
we zostaly zebrane w Tabeli 2. Toksyna E. coli oraz toksyna
cholery sa adiuwantami dosluzéwkowymi o najsilniejszym
dzialaniu, ale sa zbyt toksyczne, zeby je zastosowaé u lu-
dzi. Z uwagi na powyzsze, zaprojektowano zmodyfikowa-
ne toksyny ze zmniejszong aktywnoscia enzymatyczna. Ich
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polaczenie z odpowiednimi antygenami dziatalo ochronnie
w eksperymentach, w ktérych zwierzeta zakazano wirusem
opryszczki pospolitej [40] i Streptococcus pneumoniae [41].
Mutanty toksyny E. coli zostaly réwniez uzyte w formie ad-
iuwantu w polaczeniu z antygenem szczepionkowym HIV-
1 p55 gag, formulacje podano doustnie i donosowo myszom
[42]. W powyzszych przykladach wlasciwosci ochronne
wynikaly z silnej indukcji cytotoksycznych limfocytéw T.
Prawdopodobny mechanizm dzialania polega na zwieksza-
niu przepuszczalnosci nablonka, ulatwionym poborze anty-
genu przez komorki ukladu immunologicznego i ich ulep-
szonej prezentacji. Podanie doustne zmutowanych toksyn
ulatwia dotarcie antygenéw do komoérek M [43].

Jedna z wiekszych grup adiuwantéw dosluzéwkowych
sq agonisci receptoréw TLR. Sa one oparte o wzorce mole-
kularne patogenéw i czesto Iaczone z emulsjami. Przyktado-
wo, adiuwant IC31 i inne formulacje zawierajace CpG, ktére
dzialaja na receptor TLR9 okazaly sie efektywne w bada-
niach nad zwierzetami i badaniach klinicznych [44]. MPL,
dzialajacy na receptor TLR4 i flagellina, ktéra jest ligandem
receptora TLR5 wykazywaly posrednig efektywnosé [45].
Liposomy dodatnio natadowane i pochodna saponiny QS21
sq efektywne w immunizacji §luzéwkowej, ale mechanizm
ich dzialania jest bardzo stabo poznany [46].

Stworzenie uniwersalnego adiuwantu jest niezwykle
trudne, a wrecz niemozliwe, ze wzgledu na duza zmien-
nos$¢ genetyczna i epigenetyczna u ludzi. Co oznacza, ze
adiuwant, ktéry u wiekszosci os6b nie wywoluje zadnych
skutkéw ubocznych, moze by¢ szkodliwy u pojedynczych
pacjentéw. Co wiecej, dziatanie adiuwantu moze by¢ ogra-
niczone jedynie do okreslonych antygenow.

Oproécz antygenu i adiuwantu w skiad szczepionki wcho-
dza: konserwanty, stabilizatory oraz $ladowe ilosci zwiaz-
kow pozostatych po procesie produkcji, takie jak: antybioty-
ki, formaldehyd, biatka drozdzy i jaja kurzego. Sktadniki te
pojawiaja sie zarowno w szczepionkach parenteralnych jak
i dosluzéwkowych.

To, co odréznia pod katem skladu szczepionki doslu-
zoéwkowe od parenteralnych, to obecnoé¢ dodatkowych
skladnikéw, jak na przyktad noséniki polimerowe. Dodatki
te maja wydluzac czas przebywania antygenu, przyklado-
wo w jamie nosowej i dzieki temu zwiekszac¢ jego szanse
na dotarcie do komérek immunokompetentnych. Dziatanie
wiekszosci z nich polega na wykazywaniu mukoadhezji
(bioadhezji). Przykladami takich dodatkéw pochodzenia
biologicznego sa mikrokapsuty zbudowane z alginianu, ze-
latyny czy skrobi. Bada sie réwniez w tym zakresie, biode-
gradowalne polimery pochodzenia chemicznego, takie jak:
polimetakrylan, karbopol, polikaprolakton, czy polimeta-
krylan metylu. Przyklady powyzszych polimeréw zostana
opisane w kolejnym rozdziale.

SZCZEPIONKI DONOSOWE

Jama nosowa jest dogodnym miejscem podania antygenu
ze wzgledu na to, zZe jest latwo dostepna, a wyscielajaca ja
sluzéwka cienka, dobrze ukrwiona i bogata w komoérki den-
drytyczne. Komérki nablonka posiadajg mikrokosmki, ktére
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znacznie powigkszaja powierzchnie chtonng nabtonka jamy
nosowej, a wprowadzane substancje trafiaja bezposrednio
do uktadu krazenia. Dodatkowo, aktywnos¢ enzymatycz-
na w jamie nosowej jest stosunkowo staba, w wyniku cze-
go antygen nie ulega szybkiej degradacji. Jama nosowa jest
pierwszym miejscem kontaktu z patogenami, takimi jak wi-
rusy grypy czy inne mikroorganizmy powodujace choroby
gornych drég oddechowych, patogeny powodujace zapale-
nie opon mézgowych, odre czy krztusiec. Obecnos¢ neutra-
lizujacych przeciwciat i odpornosé komérkowa w miejscu
kontaktu organizmu z tymi patogenami pozwoli zapobiec
rozwojowi powodowanych przez nie choréb. Co istotne,
funkcjonowanie ukladu immunologicznego sluzéwki nosa
nie pogarsza sie z wiekiem, jak w przypadku systemowego
ukladu immunologicznego, przez co mozliwa jest immu-
nizacja 0sob starszych [57]. Male, rozpuszczalne antygeny
moga przechodzi¢ bezposrednio przez nabtonek i oddziaty-
wacé z komérkami ukladu immunologicznego znajdujacymi
sie¢ w glebszych warstwach §luzéwki. Natomiast antygen w
postaci czasteczkowej jest pobierany przez komoérki M oraz
przekazywany do szyjnych wezléw chtonnych. Tak pobra-
ny antygen moze wzbudzi¢ odpowiedz zaréwno lokalnie,
jak i w odlegtych rejonach sluzowki [4].

Pomimo duzej przepuszczalnosci nablonka pewne
zwiazki z trudem przedostaja sie do glebszych warstw slu-
zo6wki. Oddzialywanie miedzy antygenem a $luzéwka za-
lezy od wielu czynnikéw, a w szczeg6lnosci od fizycznych
wlasciwosci antygenu, jego dawki i dltugosci kontaktu [4].
Duze i hydrofilowe czasteczki, jak na przyktad bialka, sa
bardzo stabo transportowane przez sluzéwke. Dodatkowo,
ciagly ruch rzesek obecnych na komérkach nabtonka szybko
usuwa podawane substancje zawieszone w gestym $luzie,
utrudniajac ich kontakt z glebszymi warstwami sluzéwki.

Antygen szczepionkowy pokonuje szereg barier, aby
ostatecznie dotrze¢ do komoérek tworzacych NALT. Przede
wszystkim warstwe Sluzu, ktéra nieustannie usuwa antygen
z jamy nosowej uniemozliwiajac bezposredni kontakt z ko-
mérkami dendrytycznymi. Sluz to mieszanina ztozona w
90-95% z wody, 1-5% mucyny, 1-2% lipidéw, 1% soli, 1% in-
nych biatek, takich jak albumina, immunoglobuliny, lizozym,
laktoferyna [58]. Kazdego dnia w jamie nosowej produkowa-
nejest od 1,5 do 2,0 litréw $luzu. Sluz obecny na powierzchni
nabtonka ochrania go, utrzymuje odpowiednia wilgotnos¢
W jamie nosowej, zapobiega utracie ciepta, wylapuje czastki,
ktore dostaly sie do wnetrza nosa i transportuje je w strone
ukfadu pokarmowego. Antygeny podjednostkowe, ktdre
nie wykazuja powinowactwa do komoérek nablonka, sa usu-
wane z jamy nosowej z predkoscia 6 mm/min. [59]. Proces
ten moze zosta¢ przyspieszony w przypadku schorzen, ta-
kich jak astma, katar, alergia czy choroby zatok i moze mie¢
wplyw na czas pobytu szczepionki w jamie nosowej.

Celem zapobiegania szybkiemu usuwaniu leku/antyge-
nu z jamy nosowej, stosuje sie dodatki w postaci zwigzkéw
wykazujacych mukoadhezje, czyli majacych powinowac-
two do mucyny, bialka wystepujacego w duzej ilosci w
Sluzie oraz na powierzchni komérek nabtonkowych jamy
nosowej. Jesli ten sam zwigzek oddziatuje rowniez z anty-
genem, wtedy mozliwe jest opdZnienie usuniecia antygenu
z jamy nosowej. Mucyna wystepuje w $luzie w dwéch for-
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mach: wolnej i zwigzanej z powierzchnig nablonka. Zwigzki
wykazujace mukoadhezje mozna podzieli¢ na trzy grupy,
w zaleznoéci od ich wlasciwosci fizykochemicznych. Pierw-
sza grupe tworza polimery hydrofilowe, ktére oddzialuja
ze $luzéwka poprzez tworzenie wigzann wodorowych i do
tej grupy naleza: alginian sodu, karboksymetyloceluloza,
hydroksypropyloceluloza oraz karbopol. Do drugiej grupy
naleza polimery naladowane dodatnio, jak na przyklad po-
chodne chitosanu zawierajace dodatnio naladowane grupy
chemiczne czy emulsje zawierajace detergenty kationowe.
Do trzeciej grupy naleza zwiazki zawierajace wolne grupy
tiolowe zdolne do tworzenia mostkéw dwusiarczkowych z
cysteing obecng w sekwencji aminokwasowej mucyny [60].

Kolejnym rozwigzaniem, majacym na celu ulatwienie do-
starczania antygenu do ukladu immunologicznego sluzow-
ki jest stosowanie zwiazkéw ulatwiajacych pobér antygenu
przez komorki M. Jest to szczegodlnie istotne w przypadku
zabitych patogenoéw oraz duzych czasteczek, ktérych prze-
noszenie przez warstwe nabtonka, na przyklad poprzez po-
luzowane polaczenia miedzykomoérkowe, jest utrudnione.
Btona komoérkowa komoérek M jest ujemnie natadowana,
a zatem zwigzki o dodatnim fadunku powinny by¢ lepiej
pochlanianie. Nie jest to jednak oddziatywanie specyficzne.
Do specyficznych ligandéw celujacych w komorki M nale-
za lektyny, ktére rozpoznaja galaktozo-a-(1-3)-galaktoze i
kwasy sialowe [61] oraz integryny. Gullberg i inni wykazali,
Ze zastosowanie lateksowych kulek pokrytych ligandem 3 -
integryny znacznie zwigkszalo ich pobér przez komoérki M
w eksperymencie przeprowadzonym in vitro [62].

Noséniki oparte na lipidach, np. ISCOMS, ulatwiaja do-
starczenie antygenu do komérek dendrytycznych dzieki
wplywaniu na wiasciwosci blony komérkowej, oraz induku-
ja odpowiedz limfocytow T cytotoksycznych. Podobnie jak
i wirosomy (otoczka wirusa bez jego zawartosci, ale z biat-
kami btonowymi), ktére aktywuja odpowiedz limfocytow T
cytotoksycznych, odpowiedz humoralng i komoérek Th [63].

Jednym z przykladéw takich nosnikéw dostosowanych
do podania donosowego, a pelniacych jednoczesnie funk-
gje adiuwantéw, sa emulsje. Jednym z rodzajow emulsji
sq nanoemulsje typu olej w wodzie (O/W), skladaja sie z
oleju sojowego, CPC, Tween80°, etanolu i wody. Powstaja
w wyniku uzycia emulsyfikatora o duzej mocy, a wielkoé¢
kropelek nanoemulsji jest mniejsza niz 1 pm. Nanoemulsje
promuja pobdr antygenu w testach in vitro i in vivo [64], po-
dawane donosowo wzbudzajg odpowiedz typu Thl i Th17
[65], w polaczeniu z antygenem wirusa zapalenia watroby
typu B indukuja miano przeciwciat poréwnywalne do alum
[66]. Nanoadiuwanty, kolejny rodzaj emulsji, wykazuja po-
dobne wlasciwosci jak nanoemulsje ale oparte sg o czysty i
dobrze scharakteryzowany olej silikonowy [67].

PODSUMOWANIE

W dobie pandemii istnieje ogromna potrzeba szczepio-
nek, ktére mozna by podawacé tatwo, w duzych ilosciach i
krotkim czasie. Wydaje sie, Ze szczepionki donosowe sa w
stanie sprosta¢ tym wymaganiom, jednakze istnieje potrze-
ba dalszych badan nad ich poszczegélnymi skladnikami. W
trakcie tych prac nalezy bra¢ szczegdlnie pod uwage natu-
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ralne mechanizmy obronne §luzéwki nosa, ktére moga by¢
zaré6wno barierami jak i potencjalnymi sprzymierzericami
na drodze do opracowania idealnej szczepionki donosowe;j.
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SUMMARY

Most pathogens enter the body through the surfaces of the mucous membranes, e.g. the nose or the intestines. The mucosal immune response
is essential for the effective elimination of invading pathogens. Unfortunately, most vaccines which are administered intramuscularly by
injection do not induce an adequate protective immune response on mucous membranes. For example, after intramuscular injection, the level
of secretory IgA antibodies is low and often insufficient to successfully combat the pathogen. On the other hand, mucosal-induced immunity
produces a long-lasting effect in the form of a local and systemic response to the pathogen. Moreover, the administration of such vaccines
does not generate hazardous medical waste and their application does not require the presence of qualified medical personnel. Therefore,
intensive research into vaccines administered via the mucosal route is ongoing. An obstacle in the development of mucosal vaccines is the
natural defense mechanisms of the mucosa, the overcoming of which requires the use of specialized adjuvants. Currently, there are no such
formulations on the market.
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