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ROLUL ADJUVANTILOR
N INFECTII Sl AUTOIMUNITATE

Eitan Israeli,! Miri Blank® si Yehuda Shoenfeld!?

! Zabludowicz Center for Autoimmune Diseases, Sheba Medical Center, Tel Hashomer, Israel
? Incumbent of the Laura Schwarz-Kipp Chair for Research of Autoimmune Diseases,
Sackler Faculty of Medicine, Tel Aviv University, Tel Aviv, Israel

Introducere

Vaccinurile utilizate in mod obisnuit sunt o modalitate rentabil si preventivi
de protejare a sanatatii, in comparatie cu tratarea bolilor acute sau cronice. Cu toate
acestea, nu toate vaccinurile sunt la fel de eficiente si usor de administrat ca vaccinul
impotriva variolei (Vaccinia). De obicei, dupa injectarea unui antigen pur, antigenul
nu este preluat la locul de injectare, astfel ci efectul imunologic esueaza. Pentru a ajuta
sistemul imunitar s recunoasca antigenul, se adaugd adjuvanti ai antigenului respectiv
in procesul de creare si producere a unui vaccin. In ultimii ani, cercetitorii s-au straduit
sd elucideze mecanismele prin care adjuvantii isi exerciti efectele imunologice. Prin
descifrarea acestor mecanisme, oamenii de stiintd sperd si conceapa adjuvanti mai
eficienti si mai putin nocivi. Incepand din 2013, mecanismele de actiune ale celui mai
raspandit adjuvant, sarea de aluminiu, un adevirat ,,veteran” al adjuvantilor, devin tot
mai clare. Se pare cé sarea de aluminiu actioneaza pe cdi multiple, fiecare dintre ele
putand spori reactiile imunologice la antigene, in mod independent.

Pérti din prezenta lucrare au fost deja publicate de grupul nostru (Israeli et al., 2009).
Editura Sage Publications ne-a permis sd includem si acele pérti in lucrarea de fati.

Diferite tipuri de adjuvanti
Adjuvanti mai vechi §i mai noi sunt actualmente utilizati in programele de vacci-

nare umana i veterinard, precum i pe modele experimentale.
Cétiva dintre acestia sunt prezentati in continuare in capitolul de fati.
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Saruri de aluminiu

Sarea de aluminiu este un reactiv anorganic care are capacitatea de a spori imuno-
genitatea. Sérurile de aluminiu includ fosfatul de aluminiu si hidroxidul de aluminiu,
acegtia fiind si cei mai comuni adjuvanti din vaccinurile umane. Uneori, preparatului
i se adaugi squalend, un compus organic (initial obtinut din ulei de ficat de rechin si
un precursor biochimic al steroizilor).

Adjuvanti pe baza de ulei

Adjuvantii pe bazi de ulei (de exemplu, adjuvantul Freund, Pristane etc.) se gasesc
de obicei in unele formule de vaccinuri de uz veterinar. Adjuvantul Freund incomplet
(IFA) contine emulsie de ulei-in-ap4, in timp ce adjuvantul Freund complet (AFC)
contine si micobacterii moarte. Micobacteriile addugate la adjuvant atrag celulele ma-
crofage si alte celule la locul de injectare, ceea ce intensifica raspunsul imun. Astfel,
AFC se foloseste, de obicei, in vaccinarea primar3, in timp ce versiunea lui incompleta
se administreazd cu scop stimulativ. Unele emulsii ulei-in-ap4, de datd mai recentd,
sunt produse de companii farmaceutice ca MF59 (Novartis), AS03 (GlaxoSmithKline),
Advax (Vaxine Pty) si Qs-21/ISCOM (vezi mai jos).

Virozomi

In decursul ultimelor doud decenii s-au analizat diverse tehnologii, din punct de
vedere al capacititii lor de a imbunétiti adjuvantii de sare de aluminiu de larga folo-
sintd (Holzeret et al., 1996) si susceptibili s3 induci inflamatie locala. Astfel, s-au creat
adjuvanti novatori, care pot fi utilizati si ca sisteme purtitoare de antigene numite
virozomi. Virozomii contin o hemaglutinini §i o neuraminidazi legate de membrana,
derivate din virusul gripei, ambele capabile si faciliteze absorbtia la nivelul celulelor
prezentatoare de antigene (CPA) si sd imite rdspunsul imun natural (Gluck, 1999).

Adjuvanti moderni experimentali

In cautarea de adjuvanti mai moderni §i mai siguri, companiile farmaceutice care
utilizeazd inovatii imunologice si chimice de ultimd ori au creat o serie de adjuvanti
cu totul inediti.

Adjuvanti legati de receptori Toll-like

IC31 este un adjuvant sintetic alcatuit din doud componente, care semnaleaza
prin intermediul receptorului Toll-like (RTL)-9. Acest adjuvant nou se testeazi inca
din 2008 in diverse combinatii destinate vaccinului antigripal (Riedlet et al., 2008).
Alti patru adjuvanti, ASO4, ASO2A, CPG 7907 si GM-CSE, fac obiectul cercetérilor
legate de cateva vaccinuri extrem de importante, cum ar fi vaccinurile contra virusului
papilloma uman, contra hepatitei B si contra malariei (Pichichero, 2008). Alti posibili
adjuvanti dependenti de RTL, cum ar fi RC-529 i ISS, Flagellin si agonisti RTL, sunt,
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deocamdatd, in curs de studiu clinic. AS02 si AS04 sunt adjuvanti patentati ai Gla-
xoSmithKline (GSK). AS02 contine MPL si QS-21 intr-o emulsie ulei-in-ap3. AS04
combind MPL cu sarea de aluminiu. MPL este o serie a 4-monofosforil lipidului A,
care variaza in ce priveste gradul si pozitia substitutiei acizilor grasi. Este preparat din
lipopolizaharide (LPZ) de Salmonella Minnesota R595, prin tratarea LPZ prin hidro-
liza acida si bazica blanda, urmatd de purificarea LPZ-ului modificat. Dinucleotidele
CpG-ului nemetilat sunt motivul pentru care ADN-ul bacterian, dar nu si ADN-ul
vertebratelor, este imunostimulator. ADN-ul vertebratelor contine cantititi relativ mici
de CpG nemetilat, comparativ cu ADN-ul bacterian. Efectul adjuvant al CpG este im-
bunatétit prin conjugarea cu antigene proteice. CPG7909, un adjuvant creat de Coley
Pharmaceuticals, a fost testat in citeva vaccinuri contra agentilor infectiosi (cum ar
fi alergenul hepatitei B: Creticos et al., 2006) si contra celulelor tumorale (Alexeevet
et al., 2008; Kirkwood et al., 2009).

Adjuvanti noi formulati

MF59 este o emulsie ulei-in-apd submicronicé de squalend, polioxietilen sorbitan
monoelat (Tween 80) si sorbitan trioleat. MF59 a fost aprobat in Europa si se giseste
in mai multe vaccinuri, inclusiv in vaccinul antigripal. Adjuvantul a fost licentiat si
altor companii, fiind testat activ in studii de vaccinologie. Alte emulsii ulei-in-apa
contin Montanide (Seppic), adjuvant 65 (utilizat din anii 1960) si Lipovant. QS-21, un
produs natural obtinut din scoarta copacului Quillaja Saponaria, originar din Chile si
Argentina, este actualmente in curs de investigatie (Ghochikyan, 2006). Complexele
imunostimulatoare (COMIS) sunt structuri-fagure compuse, in principal, din saponine
din scoarti de Quillaja, colesterol, fosfolipide si antigen. Unele complexe imunostimu-
latoare sunt realizate fara antigen si se amestecd apoi cu antigen, astfel ca antigenul sa
fie absorbit pe sau conjugat cu COMIS. Izoforme specifice de ADVAX, un adjuvant
creat in Australia, pe bazd de inulind (un polizaharid natural derivat din plante, care
constd dintr-un lant de molecule de fructoza terminat cu o moleculi de glucozi), se
prepard si se formuleazd in compozitii adecvate pentru utilizare pe post de adjuvanti.
Un efect sinergic se obtine prin combinarea gamma-inulinei cu un material de legare
la antigen, cum este inulina; produsul se numeste Algammulin.

Adjuvanti xenobiotici (adjuvanti naturali)

Unele dintre proprietétile adjuvante ale peretilor bacterieni ai bacteriilor Gram-ne-
gative au fost atribuite in mod clar fractiei de lipidd A a LPZ-lor (Ulrich, 1995). In mod
similar, muramil dipeptida xenobiotic3, dovediti a fi cel mai mic fragment peptidic de
perete celular bacterian, poate inlocui micobacteriile din adjuvantul AFC (Bahr, 1986).

Mai recent, interesul s-a concentrat pe o altd structur naturali bine-definit, cu ca-
litati adjuvante: ADN-ul bacterian. Studiile asupra ADN-ului bacterian au aritat ci mo-
delele CpG nemetilate care prezinti secventele nucleotidice 5’-Pu-Pu-CPG-Pir-Pir-3’
(Pu: purind, A sau G; Pir: pirimidina, C sau T) sunt recunoscute de si pot activa celule
ale sistemului imunitar (Krieget et al., 1995). Astfel de pattern-uri permit sistemu-
lui imunitar sd distingd ADN-ul strain, derivat din patogen, de ADN-ul propriu. S-a
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constatat cd modelele CpG activeazi celule prezentatoare de antigen, ceea ce duce la
reglarea pozitivd a complexului major de histocompatibilitate (CMH) si a moleculelor
costimulatoare, la secretia de citokine proinflamatorii (TNF-a, IFN-v, IL1, IL6, IL12
$i IL-18) si la activarea rédspunsului imun T helper tip 1 (Th1) (Lipfordet et al., 1997;
Millan, 1998; Zimmermann, 1998).

Autoadjuvantul Tuftsing

Tuftsina este o tetrapeptidd imunostimulatoare fiziologica natural
(Thr-Lys-Pro-Arg), o fractiune a moleculei IgG de lant greu, produsi prin clivaj en-
zimatic in splind. Deficitul de tuftsind, ereditar sau cauzat de splenectomie, conduce
la cresterea susceptibilitétii la anumite infectii cauzate de organisme capsulate, cum
ar fi Haemophilus influenzae, pneumococi, meningococi si Salmonella. Tuftsina, fiind o
moleculd auto-imunostimulatoare, poate fi consideraté un ,,autoadjuvant”, date fiind
functiile sale biologice, care cuprind:

1. Legarea de receptorii de pe celulele neutrofile si macrofage, pentru a le sti-
mula activitatea fagocitard. Tuftsina este capabild s& sporeasci eficacitatea agentilor
antimicrobieni. Terapia pe baza de tuftsind s-a dovedit una de succes, prin activita-
tea unei gentamicine combinata cu conjugat de tuftsing, in tratarea cheratitei cau-
zatd de infectii cu Pseudomonas aeruginosa si cu Candida peritonis, intr-un model
experimental murin. Macrofagele peritoneale murine activate de tuftsini au ucis si
protozoarul intracelular Leishmania major. Mai mult decat atat, derivatul de tuftsind
Thr-Lys-Pro-Arg-NH-(CH2)2-HCOC15H31 a protejat soarecii impotriva infectiei cu
Plasmodium berghei. In studiile pe oameni s-a dovedit ci tuftsina stimuleaz3 activitatea
antimicrobiand a macrofagelor monocitare sanguine la pacientii cu lepra.

2. Stimularea eliberdrii factorului de necrozi tumorali alfa (TNFa) din celulele
Kupffer umane.

3. Stimularea secretiei de IL1, prin activarea macrofagelor (Phillips et al., 1981;
Dagan et al., 1987).

4. Interactiunea cu celulele macrofage, ceea ce face ca expresia oxid nitric (NO)
sintaza sd producd NO (Dagan et al., 1987).

5. Stimularea citotoxicitétii naturale mediate celular la modele murine (Phillips
et al., 1981). Fiind o moleculd mica de autoadjuvant natural, utilizarea ei poate stimula,
pe langa activitati antimicrobiene si antifungice, restaurarea sistemului imun innis-
cut la gazde imunocompromise, cum ar fi bolnavii de SIDA (Fridkin et al., 2005) si
bolnavii de cancer (Khan et al., 2007; Yuan et al., 2012). In plus, tuftsina poate servi
ca un bun adjuvant pentru o noud generatie de vaccinuri, firi efecte secundare sau cu
efecte secundare minime (Pawan et al., 1994; Gokulan et al.,, 1999; Wardowska et al,,
2009; Liu et al., 2012).

Liu et al. (2012) au introdus un nou vaccin impotriva virusului gripal A, bazat
pe un multimer de tuftsind cu domeniul extracelular al proteinei matrice 2 (M2e) a
virusului gripal A. Dupa studii pe animale, constructul-tuftsini M2e a fost propus
drept candidat promititor pentru un vaccin universal impotriva virusului gripal. La
evaluarea vaccinului contra malariei, tuftsina a fost legata chimic de secventele repetate
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SINDROMUL ANTIFOSFOLIPIDIC
SI VACCINURILE

Miri Blank si Paola Cruz-Tapias

1 Zabludowicz Center for Autoimmune Diseases, Sheba Medical Center, Tel Hashomer,
Israel

2Doctoral Program in Biomedical Sciences, Del Rosario University, Bogotd, Colombia

Introducere

Sindromul antifosfolipidic (SAFL) este o boald multisistemica autoimuna, asociatd
cu pierderi fetale recurente, fenomene tromboembolice, trombocitopenie, precum si
cu tulburéri neurologice, cardiace si dermatologice (Cervera et al., 2002; Shoenfeld,
2003). SAFL se caracterizeaza prin prezenta anticorpilor antifosfolipidici, care leaga
fosfolipide incércate negativ, in principal prin B2-glicoproteina I (32GP1) (Galii et al.,
1990). Factorii care cauzeaza producerea anticorpilor anti-B2GP1 riman incd necu-
noscuti, dar existd dovezi cd SAFL este una din acele boli autoimune care pot fi induse
de infectii si care pot avea legaturd cu vaccinarea (Cruz-Tapias et al., 2012).

B2GP1 si anticorpii B2GP11in SAFL

Antigenul B2GP1 a fost identificat ca cel mai important element antigen in SAFL
(Schwarzenbacher et al., 1999). B2GP1 este o glicoproteini care leagd fosfolipidele
anionice, apartinand superfamiliei proteinelor de control ale sistemului complement
(PCC). B2GP1 consta din 326 de aminoacizi, organizati in cinci domenii PCC. Primele
patru domenii au secventele regulate, conservate, dar al cincilea domeniu contine 20
de aminoacizi cu bucle la capetele C-terminale, care constituie o zoni (patch) incir-
cata pozitiv, si care determina afinitatea pentru fosfolipidele anionice (Bouma et al.,
1999; Schwarzenbacher et al., 1999). S-a demonstrat ci interactiunea dintre B2GP1 si
fosfolipidele anionice sufera modificiri conformationale, care au ca rezultat expunerea
unui epitop criptic, recunoscut de anticorpii anti-B2GP1; aceasta cripticitate poate fi
o caracteristicd importantd a epitopilor recunoscuti de autoanticorpi in SAFL (Pengo
et al., 1995; Agar et al., 2011). B2GP1 are citeva proprietiti in vitro, care il definesc ca
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anticoagulant (de exemplu, inhibarea activititii protrombinei, agregarea plachetari
indusd de ADP, productia de factor plachetar IX) (Blank et al., 1991; Pengo et al.,
1995; Bouma et al., 1999; Schwarzenbacher et al., 1999; Agar et al., 2011). Transferul
pasiv al anticorpilor anti-B2GP1 induce SAFL experimental la soareci naivi si formarea
trombilor la modele ex vivo (Blank et al., 1991; Pierangeli et al., 1996). Imunizarea cu
molecula B2GP1 umani induce SAFL experimental la soareci naivi, care se manifesti
prin titruri ridicate de anticorpi anti-B2GP1 si un procent crescut de resorbtie fetald
(echivalenti cu pierderea fetald, in cazul SAFL la om), trombocitopenie i prelungirea
timpului de activare partiald a tromboplastinei (Blank et al., 1994). Administrarea orali
de 2GP1 la soareci cu SAFL induce toleranti (Blank et al., 1998). Boala poate fi tratatd
cu peptide sintetice aferente 2GP1 (Blank et al., 1999, 2011).

Sindromul antifosfolipidic (SAFL)

si vaccinul cu toxina tetanici

Toxina tetanica (TT) este o exotoxind puternicd, produsi de bacteria Clostridium
tetani. Este produsd sub formd de lant polipeptidic inactiv unic, de 150 kDa, format
din trei domenii 50 kDa, conectate prin bucle sensibile la proteazi. Toxina este activati
printr-un clivaj proteolitic selectiv, care genereazd doud lanturi cu legituri disulfidice:
un lant greu (100 kDa) si un lant usor (50 kDa). Capitul carboxil al lantului greu se
leagd la membrana celular neuronala, iar capitul amino faciliteazi intrarea in celuls.
Toxina are un efect predominant asupra neuronilor inhibitori, inhiband eliberarea
acidului gamma aminobutiric (AGAB). C4nd sunt afectati interneuronii inhibitori
spinali, apar simptomele (Cook et al., 2001). Infectia poate fi preveniti prin utilizarea
unui vaccin pe baza de TT, combinat cu adjuvant (de obicei, hidroxid de aluminiu).
Cu toate acestea, vaccinul poate induce producerea de anticorpi impotriva toxoidului
tetanic, care poate reactiona cu alte autoantigene.

S-a produs un anticorp IgM derivat din celulele tip hibridoma umane (H3 MAB),
de la 0 persoand sindtoasd vaccinati cu dozi de rapel de vaccin antidifteric i T'T, si
s-a constatat cd anticorpii au reactionat atdt la toxind, cét i cardiolipine umane (de
o manierd dependentd de f2GP1). O confirmare suplimentari a acestei reactivititi
incrucisate a provenit de la analiza anticorpilor serici la pacienti cu lupus eritematos
sistemic (LES) si la indivizi sdnatosi (Sutjita et al., 1988). Serurile individuale au fost
trecute printr-o coloand (cu sefarozi) de afinitate la toxina difteric, iar anticorpii legati
au fost examinati cu testul ELISA. S-a constatat o reactivitate incrucisat a H3 mAb la
TT atat la preparatele obtinute din serul normal, cit si la cele obtinute din serul paci-
entilor cu LES (Sutjita et al., 1988). Anticorpii antiidiotip anti-H3 au fost capabili si
blocheze legarea H3 la cardiolipina, toxina difterici i T'T. Mai mult decét atat, niveluri
ridicate de idiotip H3 au fost detectate la 83% din serurile pacientilor cu LES si a existat
0 bund corelare intre cantitatea de H3 idiotip si totalul (IgG, IgA, si IgM) de anticorpi
cardiolipinici (rs = 0,70, p <0,001 ) (Sutjita et al., 1989; Hohmann et al., 1991).
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$oarecii naivi imunizati cu mAb H3 au dezvoltat SAFL experimental, manifestat prin
titruri mari de anticorpi circulanti anticardiolipind, numdr crescut de avorturi spontane,
trombocitopenie gi timp de coagulare prelungit (Bakimer ef al., 1992). H3 mAb leagd
anticardiolipina prin B2GP1. Pentru identificarea tintei epitop f2GP1 a H3 mAb, H3
mADb, s-a introdus intr-o bancd de expresie a hexapeptidelor la suprafata bacteriofagilor.
Peptida RTLVYK imit4 epitopul de legare H3/B2GP1. Peptida RTLVYK este situatd in
al treilea domeniu al moleculei B2GP1 (aminoacizii 133-138 pe domeniul III). Peptida
RTLVYK nu a inhibat doar legarea H3 mAb la f2GP1, ci §i activarea celulelor endoteliale.
Prin urmare, soarecii injectati cu H3 mAb patogen si tratati apoi cu peptida RTLVYK au
fost protejati contra declangirii SAFL experimental (Blank et al., 1999).

C#utdrile in baza de elvetiand Protein Database au relevat un grad ridicat de omolo-
gie intre hexapeptida RTLVYK §i domeniul peptidic al diferitelor bacterii §i virusuri §i TT
(Blank et al., 2002). Peptida RTLVYK este situatd pe moleculele f2GP1 §i TT (apare de
trei ori in T'T, nu ca peptide lineare, ci ca mimotopi conformationali) (Figura 15.1) (Blank
et al., 2002). §oarecii BALB/c naivi, imunizati cu T'T, au dezvoltat anticorpi directionati
citre TT, ADNdc si p2GP1, si s-au imbolnévit extrem de grav. Prin urmare, pentru a
evalua potentialul patogen al anticorpilor directionati cétre peptida comund legatd la
anticorpi anti-TT i anti-B2GP, la goarecii imunizati contra T'T, anticorpii cu reactivitate
incrucigatd au fost supusi unei purificri de afinitate pe o coloand compusé din peptide
sintetice RTLVYK. Anticorpii anti-TT/ B2GP1 au legat f2GP1 §i TT de inaltd afinitate,
de 0 manierd dependent de dozéd. Transferul pasiv de anticorpi anti-RTLVYK purificai
prin afinitate, la goareci naivi, a indus un model experimental de SAFL, manifestat prin-
tr-un procent semnificativ de mare de avorturi spontane, timp de coagulare prelungit si
trombocitopenie, similar cu cel inregistrat pe un grup martor de soareci imunizati cu un
anticorp monoclonal patogen anti-B2GP1 (Figura 15.2) (Blank et al., 2002).
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Figura 15.1 Omologia intre peptida legats de B2GP15i TT.
(pentru versiunea color a acestei figuri, a se vedea plansele color de la finalul cartii)

Impreund, toate probele prezentate aici sustin ideea potrivit cdreia mecanismul mime-
tic molecular intre B2GP1 §i TT este una din cauzele posibile ale SAFL. In spet3, se pare
cé epitopii T'T specifici pot induce un rdspuns imun care rupe toleranta la epitopii gazda.
Celula T sau B cu reactie incrucisata este apoi capabild sd inducd un rispuns autoimun



