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ANOTACE

Bakalatska prace se zabyva adjuvans pouzivanymi ve vakcinach. V prvni ¢asti jsou definovany
zakladni pojmy tykajici se imunitniho systému a jeho mechanismy. Druha cast se zabyva
imunizaci. Ve treti ¢asti jsou shrnuta pouzivand a nové¢ vyvijena adjuvans v klasickych i
slizni¢nich vakcinach.
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TITLE

Adjuvant as part of conventional and mucosal vaccines

ANNOTATION

The bacherol work deals with the adjuvants used in vaccines. The first part defines the basic
concepts related to the immune system and its mechanisms. The second part deals with
vaccination. The third part summarizes the used and newly developed adjuvants in conventional
and mucosal vaccines.
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UvVoD

Objev vakcin je povazovan za dilezity milnik historie mediciny. Dnes vakcinace
Edward Jenner vyvinul prvni vakcinu proti pravym neStovicim, ub&éhlo mnoho let, bylo
provedeno mnoho vyzkumu a studii, které ndm pomohly 1épe pochopit funkci imunitniho
systému a tim i mechanismus pasobeni vakcin [2]. Uginnych latek, které jsou pouzivany ve
vakcinach pro aktivni imunizaci, je velmi Siroka Skala. Pouzivaji se zivé oslabené nebo
inaktivované bakterie a viry. Jejich virulentni vlastnosti jsou sice oslabeny, ale i tak maji
dostate¢n¢ vysokou ucinnost a imunogennost, diky které dokazou v téle vyvolat dostate¢né
kvalitni imunitni odpoveéd’. Jejich pouZzivani je ale doprovdzeno bezpecnostnimi obavami,
hlavné pro pacienty trpici imunodeficienci [3]. V soucasné dobé se spolecnosti snazi vyrabét
co nejbezpecnéjsi vakciny a minimalizovat jejich vedlejsi U¢inky. Stale cCastéji se proto
pouzivaji virové Castice, bilkoviny (pf. toxoidy), polysacharidy nebo rekombinantni proteiny.
Komplikaci je, ze vétSina takto upravenych mikrobidlnich antigenti nevede k vytvoteni
dostatecné silné odpoveédi imunitniho systému a vytvoreni imunologické paméti. Proto jsou do
vakcin pfidavana adjuvans (pochdazi z lat. slova adjuvare a znamena pomahat) [4], ktera tyto
problémy minimalizuji. Ac¢koli jsou dnes stale vice pouzivana, jejich vyvoj je pomérné pomaly
a pro klinické ucely je v dnesni dobé schvéleno jen pomérné maly pocet [2-3,5-9].

Vétsina dnes pouzivanych adjuvans (naptiklad Alum nebo MF59) je soucésti vakcin
aplikovanych injekéné do svalu nebo pod klizi. Vakciny ale nemuseji byt aplikovany pouze
injek¢éné. V poslednich letech se intenzivné zkouma jejich podani ptes sliznice. K tomu je ale
tieba zvolit spravna slizni¢ni adjuvans, ktera jsou ptizplisobena podminkam sliznic. Klasicka
adjuvans ve slizni¢nich vakcinach nefunguji tak, jak by mély. Navic mohou zpiisobit zdvazné
komplikace. Vybér spravného adjuvans je tedy dilezity nejen z hlediska indukované imunitni
odpovédi, ale hlavné z hlediska bezpecnosti vakcin.

Cilem této prace je zpracovat prehled adjuvans, kterd jsou dnes pouZivana jak
v klasickych vakcinéach, tak ve slizni¢nich. Popsat mechanismus jejich ptisobeni a ¢im se od
sebe 1i8i. Jsou zminéna také nove vyvijena adjuvans, ktera by v budoucnu mohla ptedstavovat

pralom ve vakcinaci.
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1. ULOHA ADJUVANS VE VAKCINE

Adjuvans ve vakciné€ posiluje reakci imunitniho systému né¢kolika zptsoby [1; 3].
ZvySuje imunogenicitu antigenu, takze je mozné ve vakcindch pouzivat i méné imunogenni
antigeny, napiiklad rekombinantni proteiny. Funguje jako dorucovaci systém antigenu
do organismu. Prodluzuje dobu, po kterou je antigen pifitomny v krvi, takze se vytvori veétsi
mnozstvi protilatek. Napomaha pohlceni antigenu a aktivuje makrofagy a lymfocyty. Dale také
stimuluje produkeci imunoregulacnich cytokint [1; 3; 10]. Mozna je také urc¢ita imunomodulace,
kdy se podle pouziti riznych adjuvans mohou ménit uvolnéné cytokiny a chemokiny [10].
To znamena, ze pouzité antigeny 1 adjuvans ovlivni, které imunokompetentni buniky se imunitni
reakce zacastni a jestli dojde k vytvoteni imunologické paméti [11].

Adjuvans urychluje reakci organismu na vakcinu. U nékterych vakcin je potfeba
aplikace n¢kolika davek, aby bylo dosazeno optimalni hladiny protilatek. Vakciny s adjuvans
mohou zvysit odpovéd’ organismu a dosdhnout tak vyssiho titru protilatek jiz po prvni aplikaci
vakceiny. I kdyZ nemusi dojit k vytvoreni dostate¢né imunologické paméti, mtze to vést k lepsi

ochrané jedinci béhem pandemii. Srovnani Gi¢innosti vakcin viz obrazek 1.
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Obrazek 1 Srovnani ucinnosti vakciny bez adjuvans a vakciny obsahujici adjuvans. Prevzato z [7].

Dalsim divodem, pro¢ se adjuvans ve vakcinach pouziva, je snizeni mnozstvi podavaného
antigenu, a tim i Setfeni davek vakcin, protoZe vyroba antigenti je pomérné€ nakladna [1; 10].

Vyhodou je 1 vyssi a€innost ockovani u lidi s nedostatecnou imunitni odpovédi, u velmi
mladych, velmi starych pacient nebo napiiklad u pacientd, ktefi jsou imunosupresivni. Mize
to byt vyvoldno infekci nékterych patogent (hlavné HIV) [10; 12].

Adjuvans je také nepostradatelnou slozkou slizni¢nich vakein. Povrch sliznice ma nékolik
druhti bariér — mechanické, chemické i biochemické. Proto je pomérné slozité podavat vakciny
pres slizni¢ni povrchy [12]. Adjuvans tedy v tomto pfipad¢ slouzi jako ochrana antigenu

v tomto prostiedi, takze muize dojit k vyvolani lokalni imunitni odpovédi. K tomuto ucelu
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se hodi jen néktera adjuvans, pfikladem mize byt tepeln¢ labilni enterotoxin (LT) E. coli [10;
13].

Aktuadlnim pfikladem pouziti riznych adjuvans a antigenit mohou byt vakciny
proti onemocnéni COVID-19. Vektorova vakcina od americké firmy Johnson & Johnson
(oznaceni JNJ-78436735 nebo Ad26.COV2.S) pouzivd adenovirovy obal, ve kterém je
zménéna puvodni genetickd informace adenoviru, takze se vir nemuaze replikovat. Do n¢j je
vloZena genetickd informace kodujici klicovou cast viru SARS-CoV-2 (tzv. spike protein).
Adenovirus tady slouZi jen jako dodavatel a nemiize se mnozit. Je ale vyuzita jeho adjuvantni
vlastnost, protoze samotnou genetickou informaci nelze ve vakcinach pouzit. Na podobném
principu je zaloZena i vakcina spolecnosti AstraZeneca a vakcina Sputnik V. Také jde
o vektorovou vakcinu pouZzivajici adenovirovy obal, ve kterém je ulozena geneticka informace.

Od ostatnich vakcin (od firem Pfizer/BioNTech, Moderna) se li§i pouzitou genetickou
informaci a pouzitym adjuvans [14]. Firmy Pfizer/ BioNTech a Moderna pouzily mRNA, ktera
je chranéna lipidovymi nanocasticemi. Genetickd informace v bunkach zistava jen kratkou
dobu a je rychle rozlozena. Proto s témito vakcinami musi byt zachdzeno opatrné. Vektorova
vakcina (Johnson & Johnson, AstraZeneca, Sputnik V) pouziva dsDNA, kterd je stabilnéjsi
[15]. Pii aplikaci dochazi k pohlceni adenoviru buiikami, dSDNA se dostava do jadra, kde
si bunika informaci precte a vytvori podle ni RNA, podle které se syntetizuji spike proteiny.
Ty jsou vystaveny na povrchu builkky a mohou byt predstaveny dal$im bunkdm. Adenovirus
zpusobi, ze builka, kterd ho pohltila vysilda do okoli signaly, které aktivuji dalSi bunky
imunitniho systému (APC) [15]. Informaci ptebiraji i Tu lymfocyty, které dale aktivuji
B lymfocyty. Ty se pfeménuji na plazmatické bunky a zacinaji produkovat specifické protilatky
proti struktufe spike proteinu. TakZe pti dalSim setkani s virem bude télo pfipraveno a virus
rozpoznd. Kromé Ty lymfocytd mohou APC aktivovat i NK bunky, které rozpoznavaji bunky
infikované virem a likviduji je [15]. Vyhodou vektorové vakciny Ad26.COV2.S je navozeni
imunitni paméti jiZ po jedné davce, na rozdil od dalSich dostupnych mRNA vakcin BNT162b2
(Pfizer/ BioNTech), mRNA-1273 (Moderna) ¢i vektorovych vakcin ChAdOx1 (AstraZeneca)
a Sputnik V, které je tfeba aplikovat ve dvou davkach. Zatim ale neni jasné, jak dlouho bude
ochrana vakciny trvat. Dle zatim dostupnych udaji chrani tato vakcina i po jedné davce

pied téz§im prubéhem nemoci [14].
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2. IMUNIZACE

Imunizace mize byt rozdélena na dvé skupiny, pasivni a aktivni imunizaci. Aktivni
imunizace je postup, jehoz cilem je vytvofeni specifické imunity vic¢i konkrétnimu antigenu
[11]. Pfirozend imunita rozpoznd nebezpecné vzory (PAMP) a zaroven aktivuje specifickou
imunitu. Dalsi cesta aktivace imunitniho systému je pomoci DAMP. Jsou to vzory spojené
s poskozenim molekularnich struktur, jsou opét rozpoznavany nespecifickou imunitou, ktera
nasledn¢ aktivuje i specifickou [3]. Rozpoznavany jsou pomoci PPR molekul, coz jsou
receptory na povrchu fagocytl, poptipadé mtizou byt ve formeé molekul sekretovany do okoli
a vazat se na mikroby [3; 11].

Aktivni imunizace je predstavovdna ockovanim, kdy je do organismu vpravena
ockovaci latka obsahujici antigen. Organismus si poté sam vytvafi obranné protilatky proti
tomuto antigenu. Ockovani zajistuje jedinci individudlni ochranu, pfi dostate¢né
proockovanosti populace je také zajisténa kolektivni ochrana [11]. To pomaha ptedchazet
velkym epidemiim. K vytvotfeni kolektivni imunity je tfeba udrzet proockovanost populace
kolem 75-95 %, zavisi ale na kazdém onemocnéni [16].

Imunizace muze byt i pasivni. Pii pasivni imunizace jsou do organismu vpraveny
jiz hotové protilatky, které mohou byt lidského nebo zvifeciho ptivodu [3].

Imunizaci ¢lovéka se rozumi tvorba specifické imunitni odpovédi zprostredkované
buikami (hlavné T lymfocyty) a tvorba protilatek po setkani s antigenem [16]. Kromé
specifické imunitni odpovédi jsou T lymfocyty dilezité i pro regulaci imunitni odpovédi [11].
Protilatky jsou produkty plazmatickych bunék, které se vyvijeji zB lymfocytd. Jsou
to imunoglobuliny (glykoproteiny) s riiznou strukturou — mohou to byt monomery, dimery nebo
pentamery. Protilatky produkované v organismu jsou polyklonélni, jsou namifeny proti vice
epitopiim jednoho antigenu nebo proti smési antigentl. Soucasti jejich molekuly je paratop,
ktery se vaze na epitop na povrchu antigenu [3]. Protilatky maji nékolik funkci. Chrani slizni¢ni
povrchy pfed kolonizaci rGznymi patogeny. Mohou neutralizovat infekéni agens jako viry,
bakterie, toxiny. Déale mohou pisobit jako opsoniny a usnadiiovat rozpoznavani patogent
a jejich likvidaci. Protilatkami oznacené terové bunikky mohou byt rozpoznany a zlikvidovany
NK buitkami (systém ADCC) nebo mastocyty. Jsou také diilezité pro aktivaci nespecifické
humoralni imunity. Protilatky tfidy IgM a IgG jsou aktivatory komplementového systému. [3].

Antigeny jsou castice o dostatecné velikosti, schopné vyvolat odpovéd’ organismu.
NejcCastéji jsou to proteiny, glykoproteiny, nukleové kyseliny [1; 3; 10; 17]. Mezi jejich

vlastnosti patfi antigenicita a imunogenicita. Antigenicita je $ir§i pojem nez imunogenicita, je to
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schopnost antigenu reagovat s protilatkou. Pokud ma molekula schopnost antigenicity, nemusi
to znamenat, ze ma i schopnost byt imunogenni. Imunogenicita je schopnost molekuly vyvolat
imunitni odpovéd’, kterd je zprostfedkovana lymfocyty, dochazi k rozpoznani antigenu
specifickymi protilatkami nebo lymfocyty (humoralni, buné¢nd imunita) [18; 19]. Podminkami
imunogenicity jsou dostate¢na velikost, stabilita molekuly a odliSnost od struktur, které jsou
brany jako vlastni a tolerovadny imunitnim systémem. V pfipadé ockovani je imunogenicita
antigenu velmi dilezitd. Cim vy$§i je, tim mens§i mnoZstvi antigenu je potiebné k vyvolani
imunitni odpovédi. Vyvolana reakce je silné€jsi a afinita k epitopu vyssi. Pokud ma ale antigen
nizkou imunogenicitu, lze ji zvysit jinymi faktory, napiiklad pomoci adjuvans. V nékterych
pfipadech mize byt vysokd imunogenicita spiSe na Skodu, a to hlavné v situacich,
kdy je potieba tolerovat cizi antigen. To plati u transplantaci tkani a organti. V téchto ptipadech
je mozné imunogenicitu snizit [19].

Rozsah 1 kvalita specifické imunity je v pomérn¢ velké mife ovlivnéna vrozenou
imunitou. Ta je pfedstavovana velkym mnozstvim bunék (NK bunky, fagocyty) a molekul
(cytokiny a komplementovy systém), které jsou v téle ptfitomné a likviduji Sirokou Skdlu
infek¢nich agens [11].

Aby u clovéka probéhla aktivni imunizace, je nutné, aby se organismus setkal
s imunogenem. Muze se snim setkat béhem svého zivota, pfirozen¢ anebo umgle,
kdy je antigen podan oc€kovanim. Pokud vakciny obsahuji mikrobidlni antigen, lidsky
organismus si proti nému vytvoii specifické protilatky. V té€le dochazi k vytvoreni
imunologické paméti. Organismus je poté schopen rychleji zareagovat na pfipadny patogen
v téle a v€as proti nému spustit reakci, ktera je zajisténa kooperaci celého systému, zejména ale
adaptivni slozkou imunitniho systému (B a T lymfocyty) [11; 19]. Diky tomu je priitbéh nemoci
u daného ¢lovéka mirnéjsi anebo u n€j nemoc viibec nepropukne.

V nékterych piipadech mohou byt jedinci podané jiz hotové specifické protilatky. K tomu
dochazi hlavné v piipadech, pokud doslo k usStknuti pacienta hadem a je tfeba rychlé dodani
protilatek. Také se podavaji pacientim, ktefi si v diisledku porusené imunity nejsou schopni
vytvofit protilatky sami. Tento postup se nazyva pasivni imunizace, jejiz nevyhodou je jeji
docasny ucinek. Protilatky se vétSinou ziskavaji z plazmy imunizovanych zvitat, ale neni
to jedina moznost. Specifické protilatky se mohou ziskavat i z plazmy darcu, ktefi jiz danou

chorobu prodé¢lali a z jejichz plazmy byl dany ptipravek vyroben [20].
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3. KLASIFIKACE ADJUVANS

Adjuvans je rozmanita skupina latek, které se od sebe vzajemné 1isi. Mohou byt rozdéleny
do nékolika kategorii, a to podle plvodu, mechanismu uc¢inku, pouziti nebo

fyzikéaln¢ — chemickych vlastnosti (tabulka 1).

Tabulka 1 Rozdéleni adjuvans. Prevzato a upraveno z [1]

Typ dorucovaciho systému
Mineralni soli Soli hliniku, neuplné Freundovo adjuvans,
Ca3(PO4)2
Lipidové castice Castice podobné virtim, kochleaty, MF59
Mikrocastice PLA (polylakticka kyselina), virozomy
Imunitni potenciatory Flagelin, muramyl dipeptid (MDP),
saponin
Slizni¢ni adjuvans Choleratoxin (CT), tepeln¢ labilni
(imunitni potenciatory) enterotoxin (LT), chitosan

Dle pouziti by se adjuvans dala rozdélit na slizni¢ni adjuvans a ta, kterd se pouzivaji
v parenteralnich vakcinach. VétSinou je nejde zaménovat, protoze maji rozdilny mechanismus
uc¢inki, indukuji jiné imunitni odpovédi a v organismu jsou vystaveny odliSnym podminkam.
Slizni¢ni adjuvans jsou po aplikaci vystavena pomérné tvrdym podminkam, musi byt odolna
proti piisobeni slin, Zalude¢nich st'av. Maji ale velkou vyhodu, kterou je indukce systémové
i1 slizni€ni imunity [13]. Pfi parenterdlnim podani nejsou ockovaci latky takto tvrdym
podminkdm vystaveny.

Slizniéni 1 klasickd adjuvans se daji rozdélit na dvé zakladni skupiny — imunitni
potenciatory a doru€ovaci systémy. Dorucovaci systémy funguji jako nosice antigenu, patii sem
ruzné lipidové Castice, mikrocastice a mineralni soli. Imunitni potenciatory cili pfedev§im na
PPR molekuly a patii sem agonisté PPR, bakteridlni enterotoxiny nebo rizné ¢astice podobné
virim [13].

Molekuly PPR (Pathogen pattern receptors) jsou molekuly exprimované na povrchu buné¢k,
které jsou schopny rozeznavat PAMP a DAMP. Agonisté PPR pomahaji aktivovat vrozenou
imunitu prostfednictvim receptort. Tyto receptory identifikuji PAMP, vazi se na n¢ a aktivuji
APC, ato hlavné¢ dendritické buniky (DC) a makrofagy [1; 10; 20]. Patfi sem Toll-like receptory,

Rig-like receptory [3]. Mezi imunitni poteciatory patii také cholera toxin a tepelné labilni
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enterotoxin E. coli, které se ptidavaji do slizni¢nich vakcin. Soucésti parenterdlnich vakcin
mohou byt naptiklad flagelin, muramyl dipeptid nebo saponin [1].

Lipidové Castice, mikrocastice 1 virové vektory funguji jako dorucovaci systémy. Tato
adjuvans se pouzivaji napiiklad v DNA a RNA vakcinach, kde obali genetickou informaci
a doruci ji do téla. V téle jsou pohlceny fagocyty a genetickd informace je vystavena na povrchu
fagocytujici bunky [1].

Pro spravnou funkci vakciny je dulezité vybrat adjuvans se spravnym mechanismem.
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4. VAKCINY BEZ ADJUVANS

Adjuvans neni potieba pfidavat do vSech vakcin. Nekteré vakciny vykazuji dostatecnou
ucinnost a imunogenicitu i bez jeho pfidani. Obvykle nejsou potfebnd pro zivé oslabené
vakciny, protoze jsou schopné samy zvysit imunitni odpovéd’. Tyto vakciny obsahuji patogeny,
které¢ byly oslabeny, nebo byl vybran méné virulentni kmen. Vyrabéji se spiSe z virg,
nez z bakterii [16].

Po aplikaci zivé oslabené vakciny dochazi v téle k podobnym dé&jim, jako pii pfirozeném
setkani s patogenem. Dojde k vyvolani srovnatelné bunééné i humoralni imunitni odpovédi
a k vytvoreni imunologické paméti ¢asto po jedné nebo dvou davkach [3; 16].

Nevyhodou téchto vakcin je, Ze se po ockovéni u pacienta mize rozvinout onemocnéni,
ale jeho pribéh by mél byt mnohem mirngj$i. U vnimavych jedinct k t€émto vedlej$im Gi¢inkiim
dochazi minimalné. Problém tyto vakciny predstavuji pro jedince s oslabenou imunitou. Také
by se nemély aplikovat téhotnym zendm. Ve velmi vzacnych piipadech by mohlo dojit
k opétovnému navraceni oslabené formy viru do infekéni [16].

Tento typ vakcin byl pouzivan hlavné v minulosti u mnoha prvnich vyrobenych vakcin,
napiiklad proti neStovicim, tuberkuloze, vztekling, zluté zimnici [16]. Dnes se fada
vakciny jinymi antigeny. I kdyz nékteré stile pouzivané vakciny obsahuji zivy oslabeny
mikroorganismus. Vyhodou podéani Zivého oslabeného viru je navozeni reakce organismu
podobné té, kterd by nastala pii pfirozené infekci bez nebezpeci mnozeni viru, nebo produkce
toxind [21].

Piikladem mohou byt vakciny proti chiipce podavané intranazalni cestou [21]. Obsahuji
zivy oslabeny virus chiipky. Tyto vakciny indukuji systémovou 1 slizni¢ni imunitni odpovéd’,
siln€j8i, nez pii pouZiti inaktivované vakciny podavané intramuskularné [13; 21].
Pti laboratornich testech bylo zjiSténo, ze indukuje produkci specifickych protilatek IgG
1 slizni€nich protilatek IgA, které chrani sliznici pfed vstupem a pomnoZenim viru jiz po jedné
davce. TakZe dochazi ke stimulaci slizni¢ni i systémové imunity [16; 13]. Slizni¢ni vakciny
jsou slibnou strategii v boji proti mikroorganismtm, které se do téla dostavaji pies sliznice [22].
Tento typ vakcin se nedoporucuje star§im lidem, détem do dvou let a imunosupresivnim
osobam [21]. Pouziva se tetravalentni vakcina Fluenz (od firmy AstraZeneca), kterd obsahuje
zivy oslabeny virus [10]. Jiné vakciny (napf. Intanza, Humenza a jiné) obsahuji rozSt€peny
virion [10]. Problém ptedstavuji mutace chiipkového viru, které snizuji jeho imunogennost

a tim celkovou u¢innost vakciny. V takovém ptipad¢ je mozné pouzit adjuvans [5].
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Peroralné podavana vakcina proti détské obrné je také vyrobena ze zivého oslabeného
mikroorganismu, podava se kapkami a navozuje stfevni a slizni¢ni imunitu [16]. Vzhledem
ke své schopnosti mutovat do patogenni formy je vakcina postupné nahrazovéana inaktivovanou
formou.

Nékteré¢ vakciny proti rotaviru (Rotarix, GlaxoSmithKline a RotaTeq) také neobsahuje
adjuvans, je dostatecné¢ imunogenni a obsahuje zivy oslabeny virus [23]. Vakcina byla
registrovana roku 2006, od t¢ doby se bézné pouziva a je doporuc¢ovana svétovou zdravotnickou
organizaci. Je podavana kojenciim peroralné. Pfedpoklada se, ze tento zpiisob podani je nejvice
podobny pfirozené infekci a poskytuje ochranu jako po prod€lani nemoci. Bylo ale zjisténo, ze
tato forma podavani velmi sniZzuje jeji imunogenicitu. Proto se uvazuje jeji podavani
alternativnimi formami jako jsou mikrojehlové transdermalni naplasti [23].

Dal$im ptikladem je BCG vakcina proti TBC (obsahuje oslabeny kmen Mycobacterium
bovis) [7; 24]. Vakcina Priorix proti spalnickdm, pfiusnicim a zardénkam také obsahuje zivé

atenuované viry a neobsahuje adjuvans [25].
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5. VAKCINACE

Pti aktivni imunizaci se t€lo setkdva s antigenem a samo si proti nému vytvari protilatky.
Muze jit o aktivni umélou nebo aktivni pfirozenou imunizaci. Pfi aktivni pfirozené imunizaci
se jedinec setkdva s antigenem pfirozené¢ a musi nemoc prodélat, aby doSlo k vytvoreni
protilatek. U aktivni umélé imunizace (tézZ ockovani, vakcinace) to neplati. Po umélém vpraveni
ockovaci latky, kterd obsahuje specificky antigen, dochazi k vytvoteni protilatek, které chrani
organismus proti patogennim mikroorganismiim, takze pacient nemusi nemoc prod¢lat.
Pti opétovném setkani s infekénim agens je télo schopné se branit, diky imunologické paméti.
Po primarni imunizaci vznikly z naivnich bunék hlavné buiky efektorové, ale v mensim
mnozstvi i buiiky pamét'ové. Po sekundarni imunizaci vznikaji z pamétovych bunék efektoroveé
1 dal§i pamétové buiiky mnohem rychleji. Tim je zabezpeCena velmi rychld sekundarni
odpovéd’ organismu atvorba vysokych titri specifickych protilatek (obrazek 2) [11].
Titr protilatek tfidy IgM, které vznikaji pfi imunizaci jako prvni, je po primarni i sekundérni
imunizaci srovnatelny. Titr protilatek IgG je po sekundéarni imunizaci n€kolikanasobné vyssi.

Diky vakcinaci lze velkému mnozstvi nemoci piedchazet a zaroven je postupem casu
eradikovat. Pfikladem jsou pravé nesStovice, u kterych se diky vakcinaci podatilo pfedchazet

velkym epidemiim, a nakonec doslo k eradikaci ndkazy [3].
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Obrazek 2 Primarni a sekundarni odpovéd organismu po podani antigenu. Prevzato z [11].

5.1.Parenteralni podani vakciny
Kazda vakcina ma optimalni misto pro aplikaci, které vychazi z klinickych testti. Vybér

tohoto mista zavisi na mnoha faktorech, ptedev§im ale na mnozstvi ptitomnych APC, které¢
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vpraveny antigen dale zpracovavaji [26]. Kromé mista aplikace se vakciny 1isi také zpiisobem
podani.

Parenteralni podani 1éku, popiipad¢ vyzivy, znamend mimostievni podani. Vyuziva
se naptiklad, pokud neni mozny peroralni zplisob podani. U vakcin jde o nejpouzivanéjsi
podani. Aplikace se provadi nejcastéji injekéné, a to bud’ intramuskuldrné do svalu,
intravenosn¢ do zily nebo subkutanné do podkozi. Jsou mozné i jiné zpusoby aplikace, ty se ale
pouzivaji vzacné [27].

Intramuskularni  aplikace je jednim znejcastéjSich typt aplikaci vakciny.
Ta je aplikovana injekéné do mista s dostatecné velkou svalovou vrstvou. Nejcastéji do stehna
(oblast musculus quadriceps femoris). U intramuskularniho zptsobu aplikace vakciny je néstup
ucinki rychlejsi [28].

U subkutanniho podani vakciny je latka injekéné aplikovana do podkozi (ne do svalu).
Toto podani je méné Casté, ale také velmi vyznamné. V podkozi se nachdzi velké mnozstvi
krevnich a lymfatickych kapilar, které umozni vstiebavani. Pfiaplikaci 1€kat vytvoti prehnutim
kiize zéhyb, nejcastéji na rameni (oblast musculus biceps brachii), btichu (musculus rectus
abdominis) nebo stehnu (oblast musculus quadriceps femoris) a aplikuje latku. Jehla by neméla
proniknout hluboko, jen na vysku zahybu. Pfi subkutdnnim podédni vede castéji k lokdlnim
nezadoucim Uc¢inkdm. Pro nékteré pacienty (s trombocytopenii nebo hemoragii) je ovSem toto
podani lepsi [28]. Subkutdnné se podavaji napiiklad zivé vakciny proti spalnickam,
pfiusnicim a zardénkam nebo proti zluté zimnici [26].

Nevyhodami intramuskularniho a subkutanniho podédni je bolestivd aplikace.

Dale potom potieba proskoleného persondlu pro aplikaci injekce.

5.1.1. Pouzivana adjuvans

Prvni objevend a dodnes celosvétove nejpouzivanéjsi adjuvans jsou ta na bazi hliniku.
Jsou to hlavné hydroxid hlinity, fosfat hlinity a kamenec. Jsou soucasti cel¢ fady vakcin,
naptiklad proti tetanu a zaskrtu, kde jsou na hydroxid hlinity navazany inaktivované toxiny,
které¢ jsou produkovéany bakteriemi Clostridium tetanii nebo Corynebacterium diphteriae.
Toxiny jsou inaktivovany teplem nebo chemikaliemi a jsou oznacovéany jako toxoidy [16].
Déle jsou tato adjuvans soucasti vakcin proti cernému kasli (Dtap), HBV, HCV [29; 30]. I kdyz
jsou tato adjuvans pouZzivand nejvice, stale neni zcela presné objasnén mechanismus jejich
ucinku, nejspiSe maji depozitni efekt, aktivuji komplement a stimuluji makrofagy (podrobnéji

viz. kap. 5.1.2. Princip piisobeni). Jejich hlavni nevyhodou je nedostatecna aktivace
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T bunéénych odpovédi. To je jedna z pficin, pro¢ se hledaji nova adjuvans, ktera by tento
nedostatek fesila [8].

Dalsi adjuvans, které se dnes pouziva v klinické praxi, je emulze oleje ve vod¢. Patii
sem adjuvans ASO1, AS02, AS03, AS04 a MF59. Lisi se jak funkci, tak mechanismem
pusobeni.

ASO1 je soucasti zatim jediné vakciny proti malarii. Je zndma pod ndzvem RTS, S/ASO1
[31]. Bylo zjisténo, Ze vakcina dokaze snizit u déti pravdépodobnost tézkého prubéhu malarie.
Vakcina je zatim pouzivana v Ghané, Keni a Malawi, kde je velké riziko pfenosu malérie.
I kdyz WHO uznala potencidl vakciny, stdle neni doporucena pro rozsadhlé pouzivani [31].
Je také soucasti jiz licencované vakciny proti herpes-zoster, ktera je znama jako Shingrix [32].
ASO1 je adjuvans na bazi liposomd, je sloZeno ze dvou latek, 3-O-desacyl-4’-monofosforyl
lipidu A a ze saponinu QS-21 [33]. Tyto dvé latky byly vybrany, protoze v dobé vyvoje byly
znamy jejich imunostimulacni vlastnosti [33].

Adjuvans AS02 obsahuje monofosforylovy lipid (MPL) a saponin QS-21. Je soucasti
vakcein proti malarii, hepatitidé typu B nebo respira¢nimu syncytidlnimu viru, ktery je hlavni
pti¢inou onemocnéni dolnich cest dychacich [34]. Kombinovana vakcina proti malarii je znama
pod nazvem RTS, S + TRAP/AS02. Roku 2015 provadely studie, které¢ potvrdily jejich
bezpecnost, zatim ale vakcina neni pouzivana [35]. Dalsi studie provedla srovnani ucinnosti
vakcin proti respiraénimu viru, obsahujici kromé¢ AS02 1 adjuvans AS03 a MF59.
Vakcina s AS02 vykazovala nejlepsi stimulaci imunitni odpovédi, bylo dosazeno nejvyssiho
titru protilatek a dlouhotrvajici ochrany (studie z roku 2020) [34].

MF59 bylo schvéaleno pomérné nedavno a zajist'uje dobrou imunogenicitu i pro ¢isténé
(purifikované) antigenové vakciny. Pfi pouziti tohoto adjuvans lze uSetfit davku vakciny.
Pro pouziti u lidi je bezpecné a je dobte snaseno. V dobé jeho vyvoje bylo nejvice pouzivano
adjuvans obsahujici hlinité soli, problémem ovSem byla jeho nedostate¢né ucinnost v novych
rekombinantnich vakcinach. Je navrZzeno na principech Freundova neuplného adjuvans.
Jde o emulzi oleje ve vod€. Obsahuje pfirodni latku squalen, kterd se bézné vyskytuje
v lidskych tkénich. Ziskava se z jater zralokid. Kvili obavam o bezpecnost byl zkouman vliv
MF59 na vznik autoimunitnich chorob. Hlavnim divodem téchto obav byl squalen, protoze
pokud by doSlo k vytvotfeni protilatek proti této struktufe, mohlo by to vést ke vzniku
autoimunitnich chorob. Studie ovSem prokazaly, Ze toto riziko nehrozi a MF59 je bezpecné [5;
10; 29]. BéZné se pouziva napiiklad ve vakcinach proti chiipce a je nejCastéji pouzivanym

adjuvans v téchto vakcinach. Ptikladem pouzivanych vakcin proti pandemické chiipce

24



(obsahuji HIN1) jsou Focetria a Celtura (od firmy Novartis Vaccines), registrovanych v roce
2009 [36]. Je mozné ho pouzit i ve slizni¢nich vakcinach [37].

ASO03 je soucasti vakcin proti pandemické chiipce. Jde o emulzi oleje ve vode, kterd je
slozena ze squalenu, polysorbatu 80 a vitaminu E (a-tokoferol) [36].

AS04 spojuje vlastnosti hlinitych soli a agonisti TLR. V klinické praxi je soucasti
vakcin proti HPV a HBV [38].

Dalsim typem adjuvans, jsou virozomy. Jedna se o virové Castice, které obsahuji
lipidové vezikuly s virovymi proteiny a peptidy. Obsahuji pfesné definované virové antigeny,
hemaglutinin vdzany na membranu a neuramidinazu, které se ziskéva z chiipkového viru [39].
Vyrabi se z obalu chiipkovych virii, ale pro pacienty nepiedstavuji riziko, protoze virus je
inaktivovany a neobsahuje geneticky materidl a nereplikuje se. Velkou vyhodou virozomu
jejejich univerzalnost a plasticita. Jejich slozeni a pfipravu lze zvolit dle pozadovanych
vlastnosti. V souCasnosti je nejpouzivanéjSim systémem virozom chiipky (IRIV), ktery
obsahuje proteiny hemaglutininy (HA) a neuramidinazy zachycené v lipidové membrang.
Je soucasti licencovanych vakcin proti chiipce (Nasalflu, Inflexal, Inviac) nebo hepatitidé A
(Epaxal) [1; 5; 7; 40].

Mezi virozomy patii také adenovirové obaly, které se v soucasné dobé& pouzivaji
napiiklad ve vakcinach proti viru Covid-19 nebo viru Ebola. Pavodné byly zkoumény jako
nastroje pro substitucni lécbu, ale osvédcilo se jejich pouziti ve vakcinach [41]. Pfi pouziti
samotné DNA nevykazovala vakcina potfebnou ucinnost [42]. Adenoviry slouzi jako vektory
pro dodavku antigenu vakciny [43] a neovliviiuji genetickou informaci, kterou dorucuji.
Vakciny s adenovirem stimuluji odpovéd’ T lymfocytl 1 dostateCnou produkei protilatek [44].
Adenoviry (ADS) jsou neobalené DNA viry. Pro potieby vakcin jsou upraveny tak, aby bylo
zamezeno jejich mnoZeni v organismu a minimalizovalo se tak riziko vedlejSich ucink [45].
Pii vyzkumech bylo studovano n¢kolik lidskych sérotypli viru, avSak bylo zjiSténo, ze proti
nekterym z nich, napiiklad proti lidskému adenoviru sérotypu 5 (AdHuS), mé vétsi mnoZzstvi
lidi vtéle pfitomné vyznamné titry neutralizacnich protilatek. 1 kdyz studie zpocatku
vykazovala slibné vysledky, vysoka prevalence AdHuS by sniZovala Gi¢innost vakcin [41; 45].
Aby se obesla jiz existujici imunita proti vektortim, zaméfil se vyzkum novych adenovirli na
ty, které maji u lidské populace nizkou séroprevalenci a jsou schopny vyvolat dostate¢né
kvalitni imunitni odpovéd’ [45]. Simpanzi adenovirus (ADC) piedstavuje mozné feseni tohoto
problému. M4 podobné vlastnosti jako lidské adenoviry, v téle vyvolava podobnou reakci B a
T lymfocytl. Jeho vyhodou je, Ze v populaci méa velmi nizkou séroprevalenci a je mozné je

snadno kultivovat v lidskych bunéénych liniich [41]. Dle dosavadni studie je moZné pouZiti
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adenoviru i v intranazélnich vakcinach [46]. Simpanzi adenovirus (ChAdOx1) je soudasti
vektorové vakeiny proti onemocnéni COVID-19 od firmy AstraZeneca [47]. V této vakcing je
do adenoviru vlozena pouze ta cast genetické informace viru, ktera kdéduje S-protein, diky
kterému se miize coronavirus dostat do t¢la. Geneticka informace je zde uloZena ve formé
dsDNA. Na podobném principu jsou zaloZeny i vakciny proti viru ZIKA nebo HIV, které jsou
zatim v klinickych zkouskach [47].
se vSak nepouziva kviili své vysoké reaktivité a tvorbé cyst v misté vpichu. Pii jeho pouziti
v testech nebyla zajiSténa ani dostatecna stabilita antigenu. Nebyl u n¢j zcela zndm jeho
mechanismus ptisobeni. Pouziva se ale hojné pfi experimentech, pfi imunizaci zvitat a vyrobé
protilatek. Z jeho sloZzeni vychdzi jina, dnes zcela béznd adjuvans [48; 49]. Inkompletni
Freundovo adjuvans (IFA) obsahovalo jen emulzi vody v oleji. Kompletni Freundovo adjuvans
(CFA) obsahovalo krom¢ emulze minerdlniho oleje i mrtvé mykobakterie (Mycobacterium
tuberculosis), které maji schopnost nespecificky stimulovat odpovéd’ T lymfocytt [39].
Casova osa na obrazku 3 zobrazuje historii vyvoje adjuvans. AS02 je v dne$ni dobé jiz

soucasti nekterych vakcin schvalenych pro klinickou praxi, naptiklad vakein proti malérii.

Soli hliniku Virozom R837/
Y R848 ASO03
MF59 ] ASO4 ]

* : : >
1920 1940 1960 1980 2000 2010
L TR RE TR R . s - siaas we ST . . >
Poly-IC J MDP j GpG ODN J [ Flagelin
AS02
Freundovo adjuvans ||Poly-ICLC| J || MPL AS01

Schvalena adjuvans
Klinicky testovana adjuvans

Obrazek 3 Prehled vyvoje adjuvans. Prevzato z [1]

5.1.2. Princip pusobeni vybranych adjuvans
Protoze jde o velmi rozmanitou skupinu latek s riznymi mechanismy U¢inku, li§i se
1 pouziti jednotlivych adjuvans (tabulka 2). Ne&ktera piisobi jako imunitni potenciatory, jind jako

dorucovaci systémy. Néktera adjuvans jsou vytvorena kombinaci jinych adjuvans, ve snaze
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L4

zajistit co nejsiln€j$i imunitni odpovéd’ a dostatecnou imunologickou pamét’. Prikladem
je AS04.

Vétsinou plati, ze ta adjuvans, kterd se bézné pouzivaji v subkutanni a intramuskularni
vakcinaci, vétSinou nelze pouzit ve vakcinach aplikovanych pies sliznici a naopak. Je to
z diivodii rozdilnych podminek v misté aplikace vakciny. Naptiklad soli hliniku (Alum)
nemiize byt pouzito v intranazalnich vakcinach kvili velikosti svych ¢astic. Ta se pohybuje

kolem 1 um a piedstavovala by problém pfi prechodu pies sliznice [13].

Tabulka 2 Priklady pouzivanych adjuvans. Prevzato a upraveno z [2]

oznaceni Popis Mechanismus piisobeni Klinicka
Adjuvans aplikace
Soli hliniku Hydroxid hlinity, indukuje odpoveéd’ Tn2 HBV, HPV,
fosfat hlinity zaskrt a tetanus
ASO01 Liposom stimuluje produkci cytokinil a Malarie
kostimula¢nich molekul
AS02 Emulze oleje ve vodée Indukuje odpoved CDS a Malarie
(obsahuje CD4 T bungk i protilatek
monofosforylovy lipid
(MPL) a QS-21)
AS03 Emulze oleje ve vodé | tvorba cytokind a chemokinii | Pandemicka
(obsahuje squalen, ve svalech, vyvolava migraci chiipka
polysorbat a tokoferol) monocytt
AS04 MPL pfichycen na Aktivuje TLR4, stimuluje HBV, HPV
hlinitou stl produkci cytokind a
T lymfocyti
MF59 Emulze oleje ve vodé | regulace zanétlivych cytokin Sezonni a
a chemokinti, nabor APC pandemicka
chiipka
virozomy Lipidovy vesikul zvysuje titr protilatek Chfipka,
obsahujici inaktivované hepatitida A
virové proteiny
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5.1.3. Soli hliniku

Soli hliniku (Alum) jsou nejstarsi a dodnes jedny z nejpouzivanégjSich adjuvans diky své
Sirokospektralni schopnosti posilit imunitni systém. Zahrnuji siran draselno-hlinity, fosfat
hlinity a hydroxid hlinity. Pomémé dlouhou dobu nebyl pfesné znam jejich mechanismus
ucinku. Plivodné se mélo za to, Ze pouze zadrzuji antigen a vytvaieji jeho depo kolem mista
vpichu. Tato myslenka ale byla vyvracena nékolika laboratornimi pokusy, kdy bylo misto
vpichu kratce po injekci odstranéno a vysledek imunizace byl podobny [3; 7]. Dnes se ma
vSeobecné za to, ze efekt ulozisté, diky kterému si antigeny udrzuji fyzikalni a chemické
vlastnosti, ma sviij vyznam, ale neni to hlavni mechanismus plisobeni. Dal§imi vlastnostmi
adjuvans tohoto typu jsou pro-fagocytarni, zanétlivé u€inky a také ptispiva k tvorbé protilatek.
Tento druh adjuvans nepouziva TLR receptory k aktivaci vrozené imunity [1; 7; 10; 50].

Po aplikaci dochazi k lokalni zanétlivé aktivaci neutrofild prostiednictvim chemokint
a makrofagti. Makrofadgy jsou na pfitomnost adjuvans v organismu velmi citlivé, dochazi
k aktivaci téchto bunck (pro-fagocytarni ucinek) a to vede k lepsi imunologické odpovédi.
Spusténi zanétlivych procest podporuje produkei prozénétlivych faktorti, hlavné cytokint IL-
1B allL-18[3; 10; 50]. Dalsim dilezitym faktorem je podpora diferenciace dendritickych bunék.
Ty jsou nejdulezitejsi casti bunek prezentujicich antigen (APC) a dulezitou slozkou imunity
[50].

V téle také dochazi k adsorpci a agregaci antigenii na povrchu, ale i uvnitf ¢astic
adjuvans. Tyto ¢astice poté nabizeji antigen bunikdm imunitniho systému, a to primarné¢ APC,
které¢ antigen vyhodnoti jako cizorodou latku, fagocytuji ji a na svém povrchu pomoci molekul
MHC 11 vystavi jeji antigeny. Tato adjuvans déale podporuji interakci buné¢k imunity s APC a
vétsi imunitni odpovéd’ [50]. Na APC se mize vazat T lymfocyt, ktery se dale mulzZe
diferencovat v Tu lymfocyt (CD4+) nebo Tc lymfocyt CD8+) [3]. Diferenciace probiha spise
ve prospéch Tu2 [6; 10]. Vyvolani robustni tvorby protilatek je zajiSténo indukci Tu2 bunék,
které vznikaji v disledku uvoliiovani IL-4 nahromadénymi eozinofily. Buiky Tu2
zprostfedkovavaji diferenciaci B lymfocytl na plazmatické a pamétové buiiky a tim je zajiSténa
tvorba protilatek tfidy IgM, IgG1, poptipadé 1 IgE [51]. U slizni¢nich systému se tvoii i
protilatky tridy IgA [3].

Tento typ adjuvans muze aktivovat i komplementovy systém, neni ale zatim ptesné
znadmo, jakym zplisobem. Stale probihaji studie s cilem objasnit pfesny mechanismus ucinku

tohoto adjuvans [10].
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Hlinikové soli jsou také pouzivany pii vyvoji novych adjuvans, napiiklad AS04, kde
funguji jako nosice pro agonista TLR. Pokud se pouzivaji jako adjuvans, je dosazeno zvySené

antigenove¢ specifické, dlouhotrvajici humoralni imunitni reakce [5; 8; 52].

5.1.4. MF59

Princip ptsobeni tohoto adjuvans je dnes znam dobfe. Antigen mtize s adjuvans tvofit
komplexy, které jsou z mista vpichu odstranény pomémé rychle. Dochéazi ke komplexni
odpovédi imunitniho systému. V misté imunizace se tvofi lokélni zanét, dochazi k indukci
cytokinti (hlavné IL-5) a chemokinii (MCP-1) [10]. Interleukin 5 je dilezity zejména pro
proliferaci a diferenciaci eozinofilli a T lymfocytii. Do mista vpichu se diky tomu dostavaji
neutrofily, eozinofily i monocyty. Dale dochézi k diferenciaci monocytd na dendritické buiiky
a k transportu antigenu do lymfatickych uzlin. Pti experimentu doslo k odstranéni antigenu i
adjuvans z mista vpichu béhem nékolika hodin. To znamena, Ze se zde nevytvaii depo antigenu.
MF59 tedy podporuje aktivaci a migraci T lymfocyti a APC (hlavné monocyti a makrofagh).
Aktivace CD4 T lymfocytl vede ke zvySené odpovédi B lymfocytt a k tvorbé specifickych
protilatek hlavné tfidy IgG [6]. Odpovéd’ imunitniho systému je vyvazengj$i, antigen je
buiikami lépe piijat. Aby bylo dosazeno tohoto ucinku, je tteba, aby adjuvans bylo kompletni,
protoze jednotlivé slozky adjuvantni ucinek nemaji. Ve srovndni s jinymi adjuvans
pouzivanymi ve vakcinach proti chiipce bylo dosaZeno vyssi tvorby specifickych protilatek

[29; 36].

5.1.5. ASO1

ASO1 obsahuje dvé latky, které slouzi jako potencidtory imunitniho systému. Cely
mechanismus je zaloZen na synergickém piisobeni obou latek. Diky tomuto adjuvans dochazi
k vyraznéjsi indukci bunééné imunity [53]. MPL je lipopolysacharid gram negativnich bakterii,
ktery se ziskava ze Salmonella Minnesota, je to agonista TLR4. Jde o netoxicky LPS. V dnesni
dobé se diky svym vlastnostem casto vyuzivad jako adjuvans [32]. Aktivuje APC (hlavné
dendritické bunky), produkci cytokind, hlavné INF-y, IL-18, IL-12 a dalSich kostimula¢nich
molekul. Interleukiny podporuji vyzravani Tyl lymfocyth. Také mlze aktivovat drahu NF-kB
[33; 53].

Saponin je pfirodni latka. Dle zatim zndmych hodnoceni by mél mit schopnost

podporovat protildtkové odpovédi a odpovédi CD8+ (Tc¢ lymfocytit).
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Adjuvans tedy spousti zanétlivou reakci, odvod bunék s antigenem do lymfatickych
uzlin (antigen neni zadrZzovan v misté, adjuvans nema efekt ulozisté). Mechanismus ale stale

neni zcela pochopen [32].

5.1.6. AS03

SloZeni i mechanismus ptisobeni je podobny jako u MF59. Po aplikaci vakciny dochazi
v misté vpichu k zanétu, aktivaci vrozené¢ imunity a po sérii reakci i k aktivaci adaptivni
imunity. Umoznuje dostatecné silnou odpovéd’ T lymfocytii i pro virové proteiny s nizkou

imunogenicitou [54]. Mechanismus je shrnut na obrazku 4.

Rk e @1om @prm G:%ﬁ':;f“ Lymfaticka Periferni

Periferni tkan uzlina H tkang -

=k e \
— o] D of 0
T (<) pisdee Stokines and
T e S A =
l@f N\ o ) )
wiren Bk < < 2
Y
.
Altivace Prezentace Ag An 1
1. AS03 a Ag jsou 3. Nabor imunitnich bunék do 5. T a B lymfocyty
pohlceny APC mista vpichu, zvySeni absorpce Ag expanduji, dozrdvaji
v misté injekce a adjuvans, aktivace dalsich bunék a opoudtéji I
6. Jsou vytvorené T

t 2. Aktivace APC: zvy3uje se J EuﬁAfa-rlf] f: ;zii?‘tgan 1 lmevocyQ'f a
exprese cytokini, chemokint imunity pamét'ové B o
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Obrazek 4 Princip piisobeni AS03. Prevzato z [54].

5.1.7. AS04

Tento typ adjuvans je kombinaci mezi imunitnimi potenciatory a doru€ovacimi systémy.
Je slozen z agonisty TLR, pfesnéji z TLR 4. Ten je pfichycen na hlinitou stl, kterd slouZzi jako
nosi¢ a dorucovatel. Diky pouziti agonistd TLR je zajiSténa vysokd antigenné specificka
bunécnd i humoralni imunita. Po aplikaci vakciny s timto adjuvans dochézi k lokalni aktivaci
dréahy NF«xB, k produkci cytokinii (IL-6) a aktivaci vrozené imunity. Interleukin 6 je

zodpovédny za systémovou zanétlivou odpovéd’ a za rozvoj T 1 B lymfocytt. Cytokiny jsou
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zodpovédné za zrani APC. Do mista se shromazd’uji monocyty, dendritické buiiky, pohlcuji
antigen a shromazd’uji ho v lymfatické uzlin€. Také dochazi k aktivaci T lymfocytd (Tul 1 Tu2).

Hlinita stl zajist'uje prodlouzeni cytokinové reakce [5; 38].

5.1.8. Virozomy

Virozomy jsou zaloZeny na lipidovych kapénkach. Ve vodném prostiedi tvoti lipidové
dvouvrstvy. Ty mohou nasledné tvofit micely, které¢ uvnitf uzaviraji vodny roztok a na jejich
povrch se navaze antigen. Virozomy takto napodobuji viry a reakce imunitniho systému je
podobna ptirozenému setkani s virovymi agens. Interaguji s APC, vyvoléavaji endocytozu. Cely

proces vede k aktivaci CD8 a CD4 T bunék a tim k produkci cytokint [10; 3].

5.1.9. Adenoviry

Adenoviry jsou virové ¢astice velmi podobné virozomiim. Jsou vysoce imunogenni,
stimuluji vrozenou 1 adaptivni imunitni odpovéd’. Pouzivaji se jako dopravni systémy antigenu
ve vektorovych vakcinach, které maji zarovenl vyborné adjuvantni vlastnosti. Po aplikaci
vakciny dochazi k aktivaci systému prostiednictvim PAMP. Dochazi k produkci
prozanétlivych cytokinti IL-6, IL-12 a TNF-a. Dale dochazi k pohlceni adenoviri APC (hlavné
dendritickymi bunikami a makrofagy), tim se dostane dsDNA, obsazena v adenoviru, do jadra
bunky, kde je vytvofena RNA a podle ni S-proteiny, které jsou vystaveny na povrchu buiiky.
Buriky takto informuji organismus o struktufe antigenu. APC se dostavaji do lymfatické uzliny,
kde dochazi k aktivaci Ty lymfocytt (CD4+) ale také Tc lymfocyti (CD8+ lymfocyti), které
jsou zodpovédné za specifickou buné¢nou imunitu. Ve svych granulech Tc bunky obsahuji
perforiny a granzymy. Perforiny poSkodi membranu bunky, vytvofi se v ni otvory a poté dojde
k jeji likvidaci. Takeé produkuji IFNy [41; 43; 44]. Jde o prozanétlivy interferon, ktery je
dilezity pro aktivaci makrofagi. Dale dochazi k aktivaci B lymfocytd, jejich pieméné na
plazmatické buiiky a produkci specifickych protilatek tfidy IgG [46]. V piipadé vektorové
vakciny proti viru COVID-19 od firmy AstraZeneca jsou to specifické protilatky proti spike
proteinu.

Nizka prevalence Simpanziho adenoviru v lidské populaci bude platit jen pii prvni
aplikaci vakciny. To znamend, Ze pokud se Simpanzi adenovirus pouzije ve vakcinach proti
covid-19, uz nebude mozné jeho pouziti v jinych vakcinach, protoZe na néj bude mit lidsky

organismus pfipravené protilatky. Proto je tfeba hledat a vyvijet stale nové adenoviry.
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5.1.10. Vyhody a nevyhody pouziti adjuvans

Mezi hlavni vyhody adjuvans patii snizeni nakladl na vyrobu vakciny. Vyroba antigenti
muze byt pomérné nédkladna. Pii pouziti adjuvans je mozné snizit mnozstvi antigenu ve vakciné
pfi zachovani jeji imunogenity. Adjuvans, hlavn¢ ta na bazi soli hliniku, maji oproti antigenim
relativn€ nizké naklady na ptipravu a snadnou dostupnost.

Vzhledem k tomu, Ze adjuvans maji rizné mechanismy ptisobeni a kazdé aktivuje bunky
imunitniho systému jinak, indukuji vznik rtiznych cytokint. Je tedy mozna urcitd modulace
imunitni odpovédi [10].

Ur¢ity problém muze predstavovat slozeni nékterych adjuvans. Jejich vliv na lidsky
organismus je peclivé sledovan, a i kdyz je zndmo pomérné velké mnozstvi latek s adjuvantnimi
ucinky, pro klinickou praxi je schvaleno jen malé mnozstvi. Tato adjuvans prosla piisnymi
klinickymi testy a jejich pouzivani ve vakcinach nevykazuje zavazné vedlejsi ucinky. Presto
jsou adjuvans obsahujici hlinikové soli pomérné dost diskutovana a jejich pouzivani
ve vakcinach ma fadu odptrcti [50]. Resi se primarné cytotoxicita hydroxidu hlinitého.
Hlinikové ¢astice jsou schopné ptekonavat hematoencefalitickou bariéru a dostat se do mozku.
Zpusobuji tak zadnétlivé reakce. Hlinik je také jednou z moznych pficin Parkinsonovy choroby,
roztrousené sklerdzy, Alzheimerovy nemoci nebo neurologickych poruch u déti [39]. Limit pro
adjuvantni U¢inky a pro pacienta je bezpecna a nezpiisobuje cytotoxicitu. Vakciny obsahujici
tyto soli vykazuji dostate€nou bezpecnost. I kdyZ v ojedinélych ptipadech mize dochazet
k nezddoucim ucinkiim [50]. Problémem je, ze hlinik zistava v téle 8-11 let po vakcinaci
a v kombinaci s hlinikem, ktery byva pfitomen v potraveé, miize dojit k rozvinuti chronického
zanétu a nékterych chorob [39]. Vyhody i nevyhody jednotlivych adjuvans pouzivanych ve

vakcindch proti chiipce jsou shrnuty v tabulce 3.
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Tabulka 3 Vyhody a nevyhody adjuvans pouzivanych ve vakcindach proti chiipce. Prevzato a upraveno z [5]

Adjuvans vyhody nevyhody
Hlinikové soli | mensi toxicita, zlepSeny pfijem antigenu, nevyvolava odpovéd Tul
zvySeni imunitni odpovéedi bun¢k, neucinné se slabymi
Ag
Emulze oleje vyvolani silnéj$i imunitni odpovédi vysoce lokalni reaktivita,
ve vodé (humoralni i bunécné), efektivni i s méné | muize vyvolat autoimunitni
imunogennimi Ag choroby
Virozomy vhodné pro Siroké vékové skupiny, problém s vyrobou,
bezpecny, dlouhodobé proiilatkové konzervaci, v krvi nejsou
odpovédi dostate¢né stabilni

Krom¢ jiz zminéného miize byt dal§i nevyhodou i injekéni podani vakcin obsahujicich
proskoleny personal. Misto vpichu je tfeba dezinfikovat, aplikovat latku sterilni jehlou a pouzité
jehly poté nalezité zlikvidovat. To v nékterych zemich mize predstavovat problém, protoze by
mohlo dojit ke kontaminaci jehly a naslednému nakazeni pacienta, popiipadé zdravotnického
personalu. Déle je aplikace spojena s bolesti v misté vpichu [12]. Vyhodnégjsi je proto pouziti
vakcin aplikovanych neinvazivni cestou pies sliznici, hlavné peroraln€ a intranazalné.

Také je tfeba hlidat teplotu pfi skladovani vakcin. VéEtSina injekéné aplikovanych vakein
vyzaduje ulozeni pii teplotach 4-8 °C, nékteré vyzaduji teploty az nékolik stupni pod nulou.
Tyto teploty je tfeba hlidat, protoze jakékoli jejich vykyvy by mohly vakciny poskodit [12].
Piikladem mohou byt vakciny obsahujici adjuvans na bazi hydroxidu hlinitého, které nemohou
byt skladovany zmrazené, protoZze by doSlo k poskozeni struktury antigenii (teplota pfi
skladovani by proto neméla klesat pod 2 °C). Nebo v soucasné dob& pouzivand RNA vakcina
proti onemocnéni COVID-19, kterd musi byt dlouhodob¢ skladovana pfi teploté -70°C. Toto
pfedstavuje problém pfi transportu vakcin, kdy dochazi k teplotnim vykyvim nejsnéze.
Néklady na piepravu jsou hlavné z t€chto diivodl vyssi a tim se zvySuje 1 cena za davku
vakciny.

wewvr

a peroralnich vakcin, zejména v rozvojovych zemich.
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5.1.11. Nové vyvijena adjuvans

Diky porozuméni funkcim vrozené imunity mohla byt zkoumana nova adjuvans.
Hlavnim divodem zkouméni novych adjuvans je odstranéni nedostatkli adjuvans na bazi
hydroxidu hlinitého a emulze oleje ve vodé. Tato adjuvans jsou sice schopna stimulovat vyvoj
bun¢k Tu2 a vyvolat dostatecné silnou protilditkovou odpovéd’, ale obvykle vyvolavaji jen
slabou odezvu Tul a bunécnou odpoveéd’ [55]. Cilem studii je hlavné zlepSeni slozeni, jejich
modifikace. Zkoumanymi latkami jsou napf. nanocastice na bazi kyseliny nebo kompozitni
adjuvans. Dale také cytosolové nukleové kyseliny, cytokiny a chemokiny [5; 50].

Kromé novych adjuvans je snahou najit i jejich optimalni smes, kterd by se dala pouzit
napiiklad ve vakcindch proti rakovin€. V tomto piipadé¢ by idedlni adjuvans kombinovalo
schopnost stimulovat kiiZovou prezentaci antigenu DC a optimélni odpovéd’ CD8 T lymfocytt
(cytotoxickych lymfocyt). Zaroven by mélo byt schopné prodlouzit expozici antigenu
imunitnimu systému. Posledni studie naznacuji, Ze kombinace TLR ligandi se saponiny by
mohla byt dostate¢né ucinna a bezpecna pro pouziti v klinické praxi [2].

Saponiny jsou latky pfirodniho plvodu, byly vyextrahovany zkiry jihoafrického
stromu [2; 33]. Jde o rostlinné glykosidy odvozené od terpent (jsou to triterpenové glykosidy).
Dle dosavadnich studii stimuluji velmi silnou vrozenou i adaptivni bunéfnou imunitu
1 humoralni imunitu s tvorbou dostate¢ného mnozstvi IgG. Vyhodou je stimulace vyvazené
odpovédi bunek Tyl 1 Ty2. Nejspis mé schopnost aktivovat produkei IL-18 a INF-y [32].

Studie funkce saponinu ukézala, Ze ma schopnost indukce silné odpovédi Tc lymfocytii
(CD8+ bungk). Po aplikaci totiz dochazi ke zkiizené prezentaci antigenu na povrchu
dendritickych bunék. Exogenni antigeny jsou tak prezentovany na MHC 1. tfidy (za b&znych
okolnosti jsou exogenni antigeny prezentovany na MHC II. tfidy). Tento mechanismus vede
k odpovédi Tc lymfocyti [55]. Jak pfesné stimuluje saponin zkifiZenou prezentaci neni jasné.

Doposud byly pouzivany hlavné ve veterindrni praxi, ale diky svym dobrym
adjuvantnim vlastnostem a zdravotni nezavadnosti zacalo byt studovano jejich pouziti 1

v klinické praxi [55]. Saponiny jsou naptiklad soucasti adjuvans AS01, AS02.
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5.2. Imunizace prostiednictvim slizni¢nich povrchi

Slizni¢ni povrchy jsou nékolikanasobné vétsi nez povrch kiize, jejich plocha je vice nez
400 m? [56]. Spadaji sem slizni¢ni povrchy dychacich cest, stiev, spojivky oka, mo¢ovych cest
a genitalniho traktu [12]. Pies sliznice se tak do téla mize dostat velké mnozstvi patogent,
proto se velka ¢ast bun¢k imunitniho systému nachazi pod slizni¢nimi povrchy a vytvaii zde
specificky systém tzv. MALT. Tento slizniéni imunitni systém pfedstavuje nejveétsi Cast
imunitniho systému. Organismus chrani mechanismy specifické i nespecifické imunity. MALT
lze rozd¢lit na dalsi systémy. Systém GALT — slizni¢ni systém spojeny s travici soustavou,
jehoz soucasti jsou lymfatické uzliny a Peyerovy platy, systém NALT — slizni¢ni systém
spojeny s lymfoidni Casti nosu a syst¢tm BALT spojeny se sliznicemi dychacich cest
(praduskami) [12; 56; 57]. PiestoZe se od sebe jednotlivé sliznicni imunitni systémy odliSuji
jsou brany a oznacovany dohromady jako jednotny slizni¢ni imunitni systém. Systémy jsou
propojené nejen mezi sebou navzajem ale i se systémovou imunitou [3].

Prostfednictvim sliznic 1ze tedy modulovat nejen slizni¢ni, ale i systémovou imunitu.
Na rozdil od vakcin, které se podavaji parenterdlné. Ty sice vyvolavaji silnou systémovou
imunitni odpovéd’, ale ve vétSin€ ptipadii nevyvoldvaji dostatecnou slizni¢ni imunitni odpoveéd’
[13]. Pfi porovnani parenterdlni a intranazalni aplikace inaktivované vakciny proti chiipce A
(H5N1) bylo zjisténo, ze po parenteralni aplikaci se pouze malé mnozstvi protilatek ttidy IgG
usadi na sliznici a nestaci k jejich ochrané [58]. Zatimco po intranazalni aplikaci byly sliznice
chranény piitomnosti protilatek IgA, v séru byly pfitomny i protilatky IgG. Vakciny tak snizuji
riziko tézkého pribéhu onemocnéni, ale nestaéi na dostate¢nou ochranu pted infekci virem [58].
Také jeji podani je mnohem jednodussi a vhodnéjsi pro podani velkému mnoZstvi pacientl pii
pandemickych situacich [13]. VZdy je ale tfeba zvazit vyhody vakcinace a jeji potencidlni rizika
[57].

Slizni¢ni vakciny jsou dodany pfimo na slizni¢ni povrch a jsou velmi rychle zpracovany
pfitomnymi buiikami [12]. Rozumi se tim hlavn& nazalni, peroralni, subligvalni a vaginalni
podani. Nékteré vakciny mohou byt podany i prostfednictvim o¢nich kapek, naptiklad vakcina
proti Mycoplasma gallisepticum, tato forma podani je dokonce u¢innéjsi nez intranazalni nebo
perordlni podani [59]. Vakciny by mély zplsobit vhodnou odpovéd imunitniho systému,
nemélo by dochdazet k alergické reakcei, zanétu ¢i poskozeni tkdn€. Imunizace touto cestou ma
velké mnoZstvi vyhod a ucinek je podobny jako u parenterdlniho podéani vakciny [3; 23].
Nespornou vyhodou je indukce imunitni odpovédi na slizni¢nim povrchu i systémové imunity.

Injekéné aplikované vakciny indukuji pouze systémovou imunitu. Pfi subkutanni aplikaci
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vakciny proti chfipce nebylo zabranéno samotné infekci [59]. Sliznice nejsou dostatené
chranény pted vstupem patogenu a piedstavuji mozné misto vstupu. Diky slizni¢nim vakcindm
jsou sliznice na vstup patogenu piipraveny a chranény, hlavné pied viry jako jsou chiipkové
viry a rotaviry [59].

I kdyz tyto vakciny maji velké mnozstvi vyhod a v poslednich letech se jim vénovalo
mnoho pozornosti, v klinické praxi se jich pouziva jen velmi mélo [60]. V soucasné dobé
existuje pouze sedm slizni¢nich vakcin [61]. Jednim z diivodu je potieba adjuvans, ktera jsou
vhodna pro specifické slizni¢ni prostfedi. DalSim divodem je slizni¢ni tolerance, rychla
neutralizace a odstranéni vakciny ze sliznice télesnymi tekutinami (slinami, travicimi Stdvami
aj.) [13]. Napftiklad vakciny podavané peroralné¢ musi byt schopny odolavat podminkdm
v zaludku a tradvicim traktu a neztratit svoji funkci [62].

Dnes bézné pouzivané, licencované peroralni a intranazalni vakciny, obsahuji zivy
oslabeny virus nebo cely, usmrceny virus a adjuvans. Jsou to vakciny proti cholefe, tyfu,
chiipce, rotaviru a poliomyelitidé¢ [63] V budoucnu by se mély, z divodu vyssi bezpecnosti,

pouzivat spiSe precisténé antigeny [62].

5.2.1. Slizni¢ni imunita

Sliznice predstavuje v téle dilezité misto pro vyménu plynt a pfijem latek z potravy. Je
ale také vystavena piisobeni $kodlivin z potravy i vzduchu a je také hlavnim mistem pro vstup
infekce [3; 56]. Proto je slizni¢ni imunitni systém dileZitou ¢asti imunitniho systému. Slizni¢ni
imunitni systém se vyviji béhem zZivota jedince. Nejdulezit¢jSim obdobim pro vyvoj je ale
obdobi intrauterinniho vyvoje, a také kojenecké obdobi, ve kterém se organismus setkava
s mnozstvim patogenti a dochazi k vytvoteni individuélni slizni¢ni imunity [3].

Jednou ze slozek obrany jsou epitelialni bunky, které pedstavuji pfirozenou bariéru pro
pronikani patogentd. Pti poSkozeni jsou schopny velmi rychlé obnovy z kmenovych bungk.
Buriky epitelu jsou také schopné podilet se na obranyschopnosti organismu. Po aktivaci jsou
schopny buniky produkovat antimikrobialni peptidy — denziny a a B3, dale spole¢né s butikami
imunity tvofit interferony I. a III. tfidy, a proto jsou vyznamnou sloZzkou protivirové ochrany
[3]. Epitelidlni buiiky krom¢ produkce hlenu se mohou na obrané podilet 1 pohybem fasinek.
Imunitni systém by mél fungovat tak, aby bylo zamezeno vstupu patogenti do epitelidlnich
bunck nebo do vrstvy pod sliznici, kde by doslo k jejich namnoZeni a naslednému S$iteni
organismem [23; 56]. Kromé epitelidlnich bun€k jsou do obrany zapojeny i slozky nespecifické
imunity, které brani adhezi patogenii na jejich povrch. Patii sem muciny, které jsou

produkovany poharkovymi buiikami [3].
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Velmi dilezitou vlastnosti slizni¢ni imunity je schopnost rozlisit patogenni organismy
od ostatnich struktur, jako jsou slozky potravy nebo od vlastnich organismi, které jsou
fyziologicky pfitomné, naptiklad stfevni mikrofléra. Pokud slizni¢ni imunitni systém neumi
rozlisit patogeny od slozek potravy, vede to k potravinovym alergiim [3].

MALT se sklada z organizovaného lymfatického systému (o-MALT), ktery vytvari
lymfoidni folikuly v epitelové vrstvé i pod ni a slouzi k indukci imunitni reakce. Druhou
slozkou je difuzni lymfaticky systém (d-MALT), ktery je tvofen imunokompetentnimi buiitkami
rozprostfenymi v lamina propria [3].

Organizovana Cast je tvofena APC pfitomnymi na povrchu epitelovych bunék i pod
nimi. Jsou zde hlavné dendritické bunky a makrofagy. Antigen se knim dostava
prostfednictvim M-bunék (membranové epitelové bunky), které jsou typické pro sliznici
tenkého stieva. Tyto buniky jsou schopny antigen aktivné transportovat z lumen stfev do lamina
propria, do oblasti Peyerovych platl. Zde se nachézi velké mnozstvi bunék imunity [3]. Antigen
je buiitkami pohlcen a pfedan APC (hlavné dendritickym buiikam a makrofagim), které ho
zpracuji, ptedlozi Tyl a tyto lymfocyty indukuji vznik cytokinl, aktivuji komplement
a zanétlivou reakci. Antigen je také predkladan Tu2 buiikdm a dochazi k aktivaci B lymfocyti
1 T lymfocytt, jejich migraci do lymfatickych uzlin, odkud poté migruji na ostatni povrchy
sliznic [64]. Diferenciace B lymfocyti je také podpotfena makrofagy, které produkuji cytokiny
TGF-B, IL-10 a IL-4 [12].

Dochazi k preméné B lymfocytl na plazmatické bunky a produkci protilatek [3].
Slizni¢ni protilatky jsou hlavné typu IgA (IgA1l a IgA2), v mensi mife jsou pfitomny protilatky
ttidy IgG déle 1 IgM (ve vétsi mife jsou tyto protilatky tvofeny v tonsilach) [23; 12; 56].
Protilatky IgA jsou vyluCovany na bazolaterdlni strané epitelovych bunék a poté jsou
transportovany na slizni¢ni povrch do lumen transcytézou [12]. Maji schopnost neutralizovat
pfitomné viry a bakterie, popfipad¢ inhibovat aktivitu nékterych bakterialnich enzymt [23; 56].

Migracni aktivita lymfocytl zavisi na misté indukce a jejich pohyb do cilového mista je
zajistén specifickymi chemokiny. Pokud dojde k indukci a aktivaci ve sliznici nosu, dutiny Gstni
nebo v oblasti bronchli, migruji do slinnych a slznych zlaz a do bronchd. Pii aktivaci
v Peyerovych platech migruji do sliznice tenkého stfeva. Pi indukci v oblasti apendixu migruji
B lymfocyty do sliznic tlustého stieva a u Zen 1 do sliznice pohlavnich organti. U kojicich Zen
migruji B lymfocyty z oblasti dychaci a travici soustavy do prsni Zlazy. Pti kojeni se tak do téla
ditéte dostanou dtlezité¢ specifické protilatky IgA, ristové faktory a cytokiny, které jsou

obsazeny v matefském mléce [3].
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Slizniéni imunita pfedstavuje velmi dilezity obranny mechanismus a spolu se
systémovou imunitou tvoii komplexni systém. Ob¢ slozky se od sebe ale mirné li§i. Hlavnimi
odliSnostmi sliznicni imunity od systémové imunity je piitomnost protilatek tiidy IgA,

osidlovani sliznic B a T lymfocyty a tolerance stfevni mikroflory [56; 64].

5.2.2. Zpusoby podani vakciny

Imunizace prostfednictvim sliznic pfedstavuje velmi efektivni a neinvazivni cestu
oc¢kovani. Vyhodou miize byt zplisob podani, ke kterému neni tfeba injekéni jehly. Peroralni
podani vakcin je rychlé a jejich zplisob podavani je velmi snadny, takze by pii epidemiich
mohly pfedstavovat urcitou vyhodu [23]. Ockovaci latky se vyrabi ve formé& sprejii, kapek,

napoju, tabletek nebo Cipkil.

5.2.2.1. Peroralni podani
Nejcastéji se oCkovaci latka podavé perordlné (Gisty) a do téla se dostava pies sliznice
travici soustavy — hlavné v tenkém stievé. Peroralné€ podavané vakciny byly zavedeny pied vice
jak 65 lety [57]. Cilovymi buitkami jsou M-bunky (Peyerovy platy). VétSinou je latka podavana
ve formé kapek, popiipad¢ tablet nebo perordlnich folii [13]. Takto se podavaji zivé oslabené
vakciny proti rotavirim, poliovirim, Salmonella typhi, a inaktivovana vakcina proti Vibrio

choleare.

5.2.2.2. Sublingvalni a bukalni podani

Dalsi zpisob podani mize byt rozdélen jesté na sublingvalni (podjazykové) a bukalni.
Bukalni vakciny se vstifebavaji ptes sliznici dasni, tvaii a vnitinich rth [13]. Tyto oblasti jsou
tvofeny nerohovéjicim dlazdicovym epitelem a jsou vhodné pro podavani vakciny. Epitel je
sloZen ze tii vrstev — bazalni vrstvy, mezivrstvy a povrchové vrstvy. DilleZitd je mezivrstva,
kterd obsahuje Langerhansovy bunky (LC). Tyto buiiky patii mezi APC a jsou dilezité
pro indukci imunitni reakce. Dalsi dilezité APC jsou myeloidni dendritické bunky (mDC)
a plazmocytoidni dendritické bunky (PDC). V pfipad¢ tohoto podéani vakcina cili na LC bunky
[13]. Vyhodou tohoto podani je, ze nedochazi k degradaci vakciny zalude¢nimi S$tdvami
a enzymy. Je ale tieba vzit v ivahu vliv slin (hlavné pH) [13].

Pti sublingvalnim podani je vakcina davkovana ve form¢ kapek nebo spreji pod jazyk.
Byvaji takto aplikovany 1 nékteré léky, napfiklad nitroglycerin pfi bolestech na hrudi

a podezfeni na anginu pectoris. Tato cesta je také vyuzivana pii specifické alergenové terapii,
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kdy se alergikiim podavaji alergeny s cilem vytvofeni tolerance vici alergenim [65]. Pti
vakcinaci je vakcina vstfebavana sliznici na dolni strané jazyka a sliznici dutiny ustni pod
jazykem. Tato oblast je velmi dobfe prokrvena, nachéazi se zde Langerhansovy buiiky, které
jsou schopny antigen piemistit do lymfatickych uzlin [65]. Proto je sublingvalni oblast vhodna
pro podani vakciny. Latky aplikované touto cestou maji vétSinou velkou viskozitu, kterd
zajiSt'uje vetsi retenci latky pod jazykem [13]. Aplikovat se mohou ve formé gela, spreji, tablet
nebo tenkych filmt. Pouzivané tablety se mohou skladat z vice vrstev, kazda miize mit jinou
funkci a je zajisténo postupné uvoliiovani ockovaci latky [13].

Sliznice ust pfedstavuje vhodné misto pro imunizaci. Vyhodou je neinvazivni cesta

[ 24

protoze antigen neni smétovan do CNS [63].

5.2.2.3. Intranazalni podani

Dal$i moZnosti je nazalni podani vakciny ve formé spreje prosttednictvim sliznice nosu.
V poslednich letech bylo zkoumany i latky ve formé prasku [61]. Pfi intranazalnim podéni je
dosazeno vyvazené a silné odezvy imunitniho systému [12]. Pod respiracnim epitelem nosni
dutiny se nachazeji mistni lymfatické uzliny. Cilovymi buiikami pfi podani jsou M-bunky
v NALT které transportuji antigeny [13]. Antigeny se dostavaji do APC jako jsou DC,
makrofagy a také do B lymfocyt. DC poté aktivuji T a B lymfocyty, které migruji do krevniho
ob¢hu a aktivuji systémovou imunitu. B lymfocyty produkuji slizni¢ni protilatky IgA a
systétmové IgG [12]. Vyhodou tohoto podani je niz§i potfebna davka pro imunizaci, dale
absence travicich enzymu a také zde neni nizké pH. Vakciny aplikované touto cestou nejsou
vystaveny tak extrémnim podminkdm jako vakciny aplikované perordlné [12]. U nékterych
vétSinou ve formé aerosolu.

Intranazalni cestou jsou podavany vakciny obsahujici oslabeny chiipkovy virus, které
byly vyvinuty jiz vroce 2001. Jednou znich byla vakcina Nasalflu, kterd obsahovala
hemaglutininy ze tfi kment chiipkového viru a LT jako adjuvans [12]. Pti klinickych studiich
ktera vznikla nejspi§ v disledku absorpce antigenu nebo adjuvans nervovymi zakoncenimi
ve tvafi, to mize vést k poSkozeni neuronu. Nésledkem toho dochazi k paralyze tvafovych
svali. Bellova obrna je vétSinou doCasnd a sama odeznivd do nékolika tydnii [66].

Po intranazélni aplikaci vektorové vakciny tvofené adenovirem a ¢asti chiipkového viru
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(hemaglutinin) nebylo pozorovano pfenaseni ¢asti viru nebo adenoviru do nervovych zakonceni
a nebyl pozorovan rozvoj Bellovy obrny [63].

V dnesni dobé existuje nekolik schvalenych intranazalnich vakcin a dalsi vakciny jsou
soucasti klinickych testl. Licencovana je vakcina proti sezonni chiipce FluMist obsahujici zivy
oslabeny virus (schvalen v roce 2003) [12; 61]. Dalsi schvalenou vakcinou proti chfipce je
Nasovac-S (schvélena roku 2010) [61]. Klinickym hodnocenim zatim prochézeji vakciny
MEDI-534, ktera kombinuje zivy oslabeny respiracni syncytialni virus a virus parainfluenza.
Dalsi vakcinou je ziva oslabena vakcina proti pertusi znama pod nazvem BPZEI1, a jesté
vakcina Norwalk proti noroviru. Klinické studie téchto vakcin zatim ukézaly slibné vysledky
[12].

Silnd imunitni odpovéd’ v nose velmi zavisi na zvoleném adjuvans. PouZivaji se
interleukiny nebo bakteridlni toxiny [57]. Pfi tomto zplsobu imunizace lze pozorovat
propojenost slizni¢niho systému, protoze po intranazalnim podani vakciny dochazi k produkci
protilatek IgA a IgG i na sliznici pochvy. Neni ovSem znam mechanismus této migrace, a ani
davod, pro¢ nevznikaji protilatky v travicim traktu [57].

I kdyZ ptedstavuje intranazalni cesta vyhodné misto pro aktivaci vakciny, stale je zde
mnoho otazek, které je tteba vytesit. Porad nebylo objasnéno, které buiiky piebiraji antigen po
aplikaci vakciny, zda to jsou buitky NALT nebo specializované bunky v epitelu (DC) [57].
Zaroven se vyskytuji obavy o bezpec¢nosti vakcin podanych intranazalné cestou. Diivodem je

jejich podéavani blizkosti mozku [12].

5.2.2.4. Dalsi zpiisoby podani
Je mozné podani vakciny i prostfednictvim dychacich cest. Sliznice plic maji ze vSech
sliznic nejvétsi povrch, na kterém muze dojit ke vstfebani vakciny. V tomto ptipad¢ by byly

indukénim mistem M-buniky v BALT [13].

5.2.3. Pouzivana adjuvans

Tim, Ze jsou slizni€ni mechanismy schopny urc€ité tolerance k nékterym antigentim, je
mozné, ze by po podani vakciny nebyla spusténa odpovéd imunitniho systému. Proto jsou
dilezitou soucasti vétSiny slizni¢nich vakcin adjuvans, kterd zajistuji rozvoj lokalni imunitni
odpovédi [13]. Slizni¢ni adjuvans musi odoldvat vlivim z prostiedi organismu, riznym

tekutinam (sliny, travici §tavy), pH. Musi byt stabilni 1 v neptiznivych podminkach.
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Latek, které by mohly fungovat jako slizni¢ni adjuvans, je velké mnozstvi. Pro klinické
ucely se jich zatim pouziva jen nékolik. Jednim z divodl mize byt jejich toxicita nebo
nedostatecné znalosti o jejich vlastnostech [67]. VétSina téchto latek je pfedmétem studii.

I sliznicni adjuvans mohou byt rozdélena podobné¢ jako adjuvans v parenteralnich
vakcindch na imunitni potencidtory (pf. bakterialni toxiny) a dorucovaci systémy (viz tabulka
4). Mezi imunitni potenciatory patii agonisté PPR, které cili vétSinou na TLR. Ukézali se jako

mozné perspektivy ve vyvoji novych adjuvans [59].

Tabulka 4 Sliznicni adjuvans. Prevzato a upraveno z [59]

Klasifikace adjuvans | SloZeni Cil

Bakterialni adjuvans | Cholera toxin (CT) Bunééné receptory
Termolabilni toxin E.coli (LT) Bunécné receptory
Bacillus antracie toxin (EdTx) Bunécéné receptory
Monofosforyl lipid A (MPLA) TLR-4
Petrusovy toxin (PT) Neznamy

Nukleové kyseliny Oligodeoxynukleotid TLR-9

Kyselina  polynosinova-kyselina | TLR-3
polyeytidylova, polyl:C

Cytokiny IL-1, IL-2, IL-4, IL-12, IL-18 Ruzné
INF-a a INF-y Riizné
Castice Chitosan
Kyselina polyakrylova (PAA) Neznamy
Virové castice (VIP) Neznamy

Nejsilngjsi a nejlépe prozkoumana slizni¢ni adjuvans jsou dva bakterialni enterotoxiny
cholera toxin (CT) a termolabilni toxin E. coli (LT). Jsou soucésti nékterych bukdlnich
a sublingvalnich vakcin, vétSina vakcin ale nebyla schvalena a provadéji se u nich preklinické
studie. Zatim se ale jevi jako pfili§ toxicky pro klinickou praxi (2019) [13; 63]. Cholera toxin
je pouzit jako adjuvans ve vakcinach obsahujicich antigeny chiipkového viru, HIV, proteiny
ruznych druhti salmonel, poptipad¢ lyzat Helicobacter pyrolii nebo tetanovy toxin [13].
V testech vykazovala tato adjuvans dobré vysledky a indukovaly diferenciaci Tu2 lymfocytt,
silnou odpovéd’ B lymfocyti a produkei vysokych titrti specifickych protilatek IgG i IgA [59].

Velkym problémem a divodem, pro¢ tato adjuvans nejsou soucasti slizni¢nich vakcin
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pro klinické pouZiti je jejich toxicita. Maji schopnost zptisobovat u lidi stfevni potize, poptipadé
zpusobit vyskyt cholery [13; 59]. Tento problém se podafilo odstranit pfi pouziti geneticky
modifikovanych enterotoxint pfipravenych laboratorné [13]. Jejich adjuvantni ucinky byly
zachovany, ale snizila se jejich toxicita a tim i riziko rozvoje vedlejSich ucinki. Pouzivané,
mutované enterotoxiny jsou mLT (jinym nazvem R192G) a dmLT (R192G/L211A),
tzv. dvojity mutant. Adjuvans dmLT je naptiklad soucasti bukalni a sublingvalni vakciny
obsahujici pneumokokové buiiky a pti klinickych testech vykazovala dobré vysledky. Je také
soucasti 1 dal$i laboratorné testované vakciny obsahujici lyzat Helicobacter pyrolii. Vakcina
vykazovala podobné uc¢inky, jako vakcina obsahujici cholera toxin, ovS§em bez nepiijemnych
vedlejsich ucinkt. Také byly zkoumany adjuvantni u¢inky B podjednotek cholera toxinu (CTB)
1 termolabilniho toxinu (LTB). Tato podjednotka slouzi bakteriim k pfilnuti na povrch bunék.
Toxiny maji jes$té podjednotku A, ktera ma enzymatickou tlohu [13]. Obé podjednotky jsou
kovalentné spojeny [68].

Mezi imunitni potenciatory déale patii agonisté TLR. Mezi tato adjuvans patii
monofosforyl lipid A (MPLA), FSL-1, Poly(I:C), Pam3CSK4, R848, cytosin-fosfat-guanosin
(CpG), chitosan ve forme nanocastic.

Monofosforyl lipid A je slozka endotoxinu bakterialniho lipopolysacharidu (LPS).
Jeho vyhodou je nizsi toxicita a dostate¢na stimulace imunitni odezvy.

Cytosin-fosfat-guanosin se pouziva hlavné pii sublingvalni a intranazalni imunizaci.
Je naptiklad soucasti vakciny obsahujici proteiny salmonely (SPP).

Slizni¢ni adjuvans (3',5") - cyklicka kyselina diguanylova (c-di-GMP) se pouziva
napiiklad v sublingvalni vakciné obsahujici virozomy chfipky.

Polyinosinko-polycytidilova kyselina je synteticky vyrabéna dsRNA, ktera predstavuje
silny aktivator imunitniho systému [69].

R848 je pomérné noveé zkoumanym adjuvans. Na zvifecich modelech se zkoumaly jeho
uc¢inky na imunitni systém po intranazalnim a intradermalnim podéni vakciny. Obé& cesty podani

vykazovaly pfi laboratornich testech slibné vysledky [70].

5.2.4. Princip pusobeni slizni¢nich adjuvans

Princip ptisobeni adjuvans do jisté miry zavisi 1 na zptisobu podani vakciny. Pokud je
podéna peroralng, cilovymi strukturami jsou Peyerovy platy v tenkém stieve. Pii sublingvalnim
a bukalnim podani jsou cilovymi buiikami Langerhansovy buiiky (LC) [13]. Pfi intranazalnim

podani zatim neni zcela jasné, které buiiky jsou cilovymi buitkami [57]. Dle nov¢jsi studie
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zroku 2018 by ale po vakcinaci mohly antigeny pronikat nosni sliznici do APC, popiipadé
mohou byt pfevzaty M-buitkami v NALT [61].

CTB

Cholera toxin patfi mezi imunitni potenciatory, tzn. ze stimuluje imunitni odpovéd’.
Cholera toxin mobilizuje dendritické bunky, které se piesouvaji do mista vpichu. Aktivované
buniky nésledné migruji do lymfatickych uzlin [63]. Mechanismus ptsobeni LT je podobny,
ve vakcinach se ale kvli své toxicité nepouzivaji.

Vétsinou jsou nahrazovany podjednotkou B. Pokud je podavéana sublingvalné stimuluje
produkci IL-4 a INF-y Ty lymfocyty (CD4+ buiikami). Interleukin 4 je diilezity pro rozvoj Tu2
a pro diferenciaci B lymfocytl v plazmatické buiiky a produkci protilatek. Ty jsou hlavné tiidy
IgG a IgA. Dale také stimuluji rozvoj Tc lymfocytl (CD8+), které produkuji INF-y, dilezity
prozanétlivy faktor [13].

LTA1

Kwvuli své neurotoxicité se ve vakcinach nepouziva piimo termolabilni enterotoxin, ale
jeho podjednotka A. Pii studiich nevykazovala neurotoxicitu a u mysi doSlo po imunizaci
vakcinou obsahujici LTA1 ke zvySeni odpovédi na inaktivovany antigen spojenou s naslednou
ochranou proti viru.

Pti testech bylo zjisténo, Ze adjuvantni vlastnosti LTA1 jsou lepsi nez LT. Test byl
proveden s chiipkovym antigenem (HINT1), ktery byl odebran z komer¢ni injekéni vakciny
Fluzone a byl aplikovan mySim [68]. LTA1 podporuje rozvoj imunitni odpovédi specifické pro
antigen. Jsou stimulovany APC, vyviji se Tul, Tul7, Tu2. Pomocné lymfocyty Tul nasledné
produkuji INF-y, IL-2, TNFa. Produkovany jsou i dalsi cytokiny, pt. IL-6, ktery je prozanétlivy
a diky nému dochazi k naboru dalich pomocnych bunék, Tu17, nebo IL-22. Jsou produkovany
protilatky IgG 1 IgA a odpovéd’ imunitniho systému je slizni¢ni 1 systémova [68].

MPLA

U tohoto slizni¢niho adjuvans mechanismus velmi zévisi na zplsobu podani.
Pti sublingvalnim podédni nevykazuje dostatecnou Uc¢innost. Pfi intranazalnim, popiipadé pii
subkutannim podani bylo docileno dostate¢né imunitni odpovédi. MPLA funguje jako agonista
TLR-4. Pfi aktivaci tohoto receptoru se spousti vnitini signalni drédha NF-kB a produkce
prozanétlivych cytokini.

CpG

Oligodeoxynukleotidy jsou béZnou soucéasti membrany virti nebo bakterii. V téle jsou

rozpoznavany TLRO [59]. Cytosin-fosfat-guanosin také funguje jako imunitni potenciator, ma
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silné¢ imunomodulaéni G¢inky. Jde o agonistu TLR9. Stimuluje buiiky k vyssi produkci INF-y,
IL-4, IL-5 a IL-6 [13]. Interleukin 4 stimuluje rozvoj protilatkové odpovédi. Interleukin 5
stimuluje rust eozinofili, ovlivituje B lymfocyty a tim i tvorbu IgA. Interleukin 6 je prozanétlivy
cytokin, je zodpovédny za zvyseni teploty v organismu, rist linii T a B lymfocytii a vyvoj Tul7
lymfocyti, jejichz hlavni funkci je regulace zanétu.

R848

Resiquimod je adjuvans, které také patii mezi imunitni potenciatory. Je to
imidazochinolin. Jde o agonistu TLR7/8. Po podani aktivuje lokalni buiiky vrozené imunity a
dochdzi k pohlceni antigenu. Ovliviiuje zrani APC, které potom antigen transportuji do
lymfatickych uzlin. Podporuje rozvoj Tn1 bunécné odpovédi a tim stimuluje hlavné specifickou
bunécnou odpovéd’ (aktivaci a proliferaci CD4 T lymfocytil) [70]. Buniky lymfatickych uzlin
produkuji INF-y, IL-2 a také IL-6, IL-17 a IL-10 v kréni lymfatické uzliné.

Cytokiny

Cytokiny jsou velmi dilezité latky pro rozvoj imunitni odpovédi. V organismu stimuluji
fadu bunék a procest. Jejich pouZiti jako adjuvans zarucuje zvySeni aktivity bunck a stimulaci
produkce protilatek. Pouzivaji se interferony (INF-a a INF-y), interleukiny (IL-1, IL-2, IL-4,
IL-12 a IL-18). Vysledna reakce zavisi na zvoleném cytokinu, protoze kazdy cytokin stimuluje
jiné reakce [59].

Interleukin 1 spousti zanétlivou reakci, stimuluje dalsi buiiky imunitniho systému, které
mohou produkovat cytokiny a sam mize ovliviiovat produkei latek (cytokini). Interleukin 2 je
zodpovédny za aktivaci T 1 B lymfocytl a dalSich bungk, jako jsou neutrofily, makrofagy a NK
buiiky. Muze také zvysit sekreci dalSich cytokind [59]. Interleukin 12 ovliviiuje bunky
nespecifické imunity, hlavné NK builky, rozvoj pomocnych lymfocyti (hlavné Tul),
makrofagl a neutrofill. Interleukin 18 je zodpovédny za aktivaci NK bunék a stimulaci tvorby
INF-y [3].

Poly(I:C)

Polyinosinko-polycytidilova kyselina ptlisobi jako agonista TLR3. Napodobuje infekci
patogentl a tim podporuje rozvoj imunitni odpoveédi [71]. Kromé receptoru TLR3 miize piisobit
1 na TLR4 [69]. Aktivuje drahu NF-kB, produkci cytokinu a antivirovych interferont, které
zvySuji ndbor a aktivaci bun€k imunitniho systému [71]. Také dochazi k aktivaci mitogenem

aktivovana proteinkinazy (MAPK), ktera ovliviiuje fadu dalSich procesti v buiice [69].
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5.2.5. Vyhody a nevyhody pouZziti slizni¢nich adjuvans

Vyhodou slizni¢nich adjuvans je hlavné jejich moznost pouziti ve slizni¢nich vakcinach,
které¢ predstavuji zcela nové perspektivy vakcinace. Jejich pouziti ve vakcinach je velmi
dalezité, bez adjuvans ziistavaji antigeny na slizni¢nim povrchu jen velmi kratkou dobu
z diivodu rychlé clearance. Slizni¢ni vakciny poskytuji kompletni ochranu — systémovou
1 slizni¢ni. To miize byt vyhodou, protoze vétsSina patogenii vstupuje do organismu pies sliznice
[61].

Slizni¢ni vakciny jsou aplikovany neinvazivnim zpisobem, aplikace je bezbolestna,
minimalizuji se vedlejsi €inky v misté aplikace. Dulezité je i minimalizovani rizika nakazy
po aplikaci nesterilni jehlou a s tim je spojené celkové zvySeni bezpecnosti aplikace [63].
Pouziti slizni¢nich vakcin pfedstavuje moznost, jak usnadnit o€kovani naptiklad v odlehlych
venkovskych oblastech rozvojovych zemich. Protoze je tato aplikace snaz$i a vhodna
pro hromadna ockovani, neni potfeba injekéni aplikace od doktora [12; 59]. Obyvatelé
z venkovskych oblasti by tak nemuseli dojizdét do nemocniéniho zatizeni kviili aplikaci
vakceiny [12]. Zkoumaji se 1 slizni¢ni vakciny ve formé praska, ktery je stabilnéjsi pfi riznych
teplotach a vlhkosti nez kapalné vakciny. U této formy vakcin by zcela odpadly naklady spojené
s prepravou, jako zajisténi stalé teploty v chladicich boxech apod. [61]. Naklady na vyrobu

slizni¢nich vakcin obvykle byvaji nizsi, nez pfi vyrob¢ vakcin podavanych injekéné [63].

5.2.6. Vyzkum novych slizni¢nich adjuvans a vakcin

Kromé vyvoje novych adjuvans se védecké laboratofe snazi zjistit vice informaci
o farmakokinetice a farmakodynamice pfipravkll v organismu. Studuje se odpovéd’ organismu
na davku ve snaze optimalizovat davku vakcin. SnaZi se o optimalizaci davky antigenu
1 adjuvans [13; 63].

Dalsim pfedmétem zkoumani jsou mechanismy ptisobeni novych, ale i nékterych jiz
zndmych vakcin 1 adjuvans. Objasnéni a pochopeni mechanismu by znamenalo velky pokrok
anové perspektivy v ockovaci strategii. Zkouma se hlavné pfijem a pfeprava antigen a
interakce s imunitnim systémem vrozenym 1 ziskanym [13]. Je také tfeba prozkoumat moZnost
pfesmérovani antigent a adjuvans do CNS (viz ptipady Bellovy obrny) [63].

Pti vyvoji novych vakcin se vyzkumné laboratofe snazi o stabilni sloZeni bez vedlejSich
ucinkil, optimalni davky antigent i adjuvans. ProtoZe imunizaci vyrazné ovliviiuje i doba
kontaktu vakciny se sliznicemi a uvoliovani antigenu, hleda se ta optimalni. Ukazalo se, Ze je

také velmi dulezité pouzit vhodné zviteci modely. Je tieba, aby na vakcinu reagovaly podobné
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jako ¢loveék. U nékterych mohou byt imunitni odpovédi jiné a vysledky testli velmi zkreslené.
V dnesni dobé se pro tento ucel pouzivaji hlavné mysi, avSak drobné rozdily v imunitnich
systémech ztézuji interpretaci vysledkt [72].

Slizni¢ni cesta podani se ukazala jako velmi slibna diky indukci systémové 1 slizni¢ni
imunity a poskytnuti dostate¢né ochrany. Vyhodna je i forma aplikace vakciny. Intranazalni a
sublingvalni vakciny by bylo mozné pouzivat u kojenct, protoze je jejich aplikace bezbolestna.
Pro tyto vakciny je ale tfeba najit vhodna adjuvans.

V nasledujici ¢asti jsou uvedena néktera nova slizni¢ni adjuvans.

PS-GAMP

V posledni dobé jsou zkoumdany univerzalni vakciny proti chiipce podavané plicni
cestou. Potfeba univerzalni vakciny na chiipku je zna¢na. Chiipkovy virus ma moznost mutace
gent hemaglutininu (HA) a neuramidinadzy (NA). Slozeni vakcin se tak méni kazdy rok, aby
se docililo co nejlepsi ochrany. Nékteré roky ale vakeiny nejsou dostateéné t¢inné. Zkoumané
plicni vakciny zatim neprosly klinickymi studiemi, ale vykazovaly dobré vysledky [73]. Cilem
stimulace jsou plicni rezidentni T lymfocyty (CD8+ Trm a CD4+ Trm), stimulovéana je i
humorélni imunita. Pro vakciny bylo tfeba najit vhodné slizni¢ni adjuvans. Jako slibny se
ukazal 2',3'-cyklicky guanosin monofosfat-adenosinmonofosfat (cGAMP) zapouzdieny
do PS — biomimetické nanocastice [73; 74]. Cyklicky GAMP je pomérné dulezitou latkou v téle
pfi virové infekei, diky nému dochézi k rychlému néboru pfirozenych zabijackych bunek. Jde
o ptirozeného a velmi silného agonistu STING (stimulétor interferonovych genti) [74]. Povrch
alveolll je pokryt smési bilkovin a lipidi (PS vrstva), které jsou produkovany epitelovymi
buiikami. Diky této bariéfe se cGAMP nemtize do bun¢k dostat. Tento problém se vytesil po
zabaleni cGAMP do syntetizovanych nanocastic, které se lipidovym sloZenim i nabojem velmi
podobaji PS [73; 74]. Diky tomu jsou ¢astice PS-cGAMP rozpoznany makrofagy v plicich jako
vlastni a vstoupi do nich. V cytosolu buiiky je poté vypustén obsah nanocastic (c(GAMP) a
dochazi ke stimulaci STING, ktery stimuluje expresi INF typu 1 [74]. ZvySuje se nabor
i diferenciace DC. Je stimulovana robustni odpovéd’ T lymfocytd (CD8" i CD4") a ochrana
organismu je zajiSténa jiz dva dny po imunizaci [73]. To je nespornou vyhodou, protoze
soucasné vakciny proti chiipce zajistuji ochranu po 10-14 dnech po aplikaci [74]. Kromé
vrozené imunity je také stimulovdna humoralni imunita a produkce protilatek I1gG 1 IgA [73].
Toto adjuvans ve spojeni s vakcinou zajist'uje Sirokou ochranu proti virim chfipky.

Vysledky imunizace po pouziti vakciny s adjuvans PS-GAMP byly porovnany
s vakcinou obsahuyjici jiné slizni€ni adjuvans, a to kyselinu polycytidylovou, ktera je také zndma

pod nazvem poly(I:C). PS-GAMP vykazalo mnohem vy$si u¢innost, titr protilatek na sliznici
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1 v séru byl né¢kolikanasobné vyssi. Navic bylo zjisténo, ze mysi, o€kované slizni¢ni vakcinou
chiipkového viru HINI s adjuvans PS-GAMP, byly chranény i pfed jinymi vysoce patogennimi
viry (HIN1, H3N2, H5N1 a H7N9). Pti pouziti vakciny s adjuvans poly(I:C) nebyla tato
ochrana zaznamenana [73; 74].

HP-B-CD

Polymer hydroxypropyl-B-cyklodextrin byl zkouman jako mozné adjuvans
pro intranazalni vakciny proti chiipce. Pfi testech bylo zjisténo, ze po jeho podéani dochazi
v alveolech k uvolnéni IL-33 z epitelovych bunék a néslednému rozvoji imunitni odpovédi.
Tato draha je pro HP-B-CD jedinec¢nd, protoze po stimulaci jinymi adjuvans nebyla vysledna
reakce organismu zdvisld na IL-33 [60]. Po podéani nasledné dochazi k rozvoji Tu2 lymfocyth
a protilatkové odpoveédi.

Mannatid

Jde o polysacharid znamy také jako a-polyaktin nebo polyaktin A (PA). Byl izolovan
z bakterii rodu Streptococcus. V Ciné se pouziva jako imunomodulator pro 1é¢bu zhorsené
imunity, zkouma se ale 1 jeho pouziti jako adjuvans. U vakcin HINI1 a enteroviru 71 (EV71)
zvysil imunogenicitu pfi podavani intranazalni cestou. Stdle neni zndm mechanismus jeho
pusobeni a je tieba ovérit 1 jeho bezpecnost [37]. Studie provedena roku 2017 potvrdila, ze PA
je schopen stimulovat odpovéd’ T, B lymfocytti a NK bunék, produkci interferoni, interleukinii
1 sérovych a slizni¢nich protilatek. PA byl soucasti vakciny proti chiipce, vysledky byly
srovnany s vakcinou obsahujici MF59. Vakcina s PA vykazovala srovnatelnou u¢innost [37].

Chitosan

Chitosanu je v posledni dobé vénovano pomeérné velké mnozstvi pozornosti. Vakciny
s obsahem chitosanu byly zkoumany v nékolika klinickych studiich, ve kterych vykazoval
velmi dobré adjuvantni vlastnosti, neprojevil zddnou toxicitu a byl velmi dobfe snaSen. Ukazal
se jako vhodné slizni¢ni adjuvans. Jako velmi slibné se ukazalo jeho pouziti ve slizni¢nich
vakcindch spolu s MPLA [67]. Pti srovnani jeho adjuvantnich vlastnosti s hydroxidem hlinitym
pii parenteralnim podani vakciny proti chiipce vykazoval podobné vlastnosti, takze by bylo
mozné 1 jeho pouziti v parenteralnich vakcinach [75]. Jedna se o pfirodni hydrofilni linearni
polysacharid, je slozen z d-glukosaminu a N-acetyl-d-glukosaminu [76]. Jeho vyroba neni
narocna, vyrabi se ¢aste¢nou deacetylaci chitinu, ktery je piirozenou soucasti tél koryst a bunek
hub, takze je v ptirod¢ velmi hojny [75; 77]. Diky svym dobrym vlastnostem byl zkoumén
pro pouziti v Iékafskych a farmaceutickych aplikacich jako dorucCovaci systém Iékt. Je

biologicky rozlozitelny, netoxicky a nezptisobuje alergie [76].

47



Chitosan je znam jiz del$i dobu pfedevSim pro svoji schopnost aktivovat makrofagy a
stimulovat produkci cytokint. Jeho adjuvantni vlastnosti ve velké mife zdvisi na zptisobu
vyroby. Acetylovand forma chitosanu stimuluje pfednostné odpovéd Tu2. Castetnd
deacetylovany chitosan pfi testech piednostné stimuloval odpovéd’ Tul [77].

Bylo zjisténo, ze chitosan prodluzuje dobu, po kterou je antigen pfitomen na sliznici
[67]. To je u slizni¢nich vakcin velmi dilezité, protoze sliznice ma velmi rychlou clearance
cizorodych castic [61]. Diky své viskozité mu poskytuje i dostatecnou ochranu. MiiZze usnadnit
prostup antigenu do NALT a stimulovat makrofagy [67]. Po parenteralnim podani vakciny
obsahujici Mycobacterium tuberculosis bylo zjisténo, Ze ma schopnost aktivovat dendritické
buiiky a podporovat jejich zrani [75; 77]. Dendritické buniky po stimulaci chitosanem
produkovaly velké mnozstvi INF-a a INF-B a to i bez pfedchoziho stimulu prozanétlivymi
cytokiny IL-12 a IL-6 [77]. Chitosan neaktivuje DC prostfednictvim PAMP. Ztejmé se tak d&je
na zéklad€ uvolnéni hostitelské DNA do cytosolu buiky, ktera jako PAMP ptisobi. Pfitomnost
chitosanu v buiice vyvolava mitochondridlni stres, uvolnéni ROS (reaktivni forma kysliku) a
uvolnéni mitochondridlni DNA (mtDNA) [77]. Tento d¢j aktivuje cestu vedouci k tvorbé INF,
aktivaci a vyzravani DC, vyvolavaji vyvazenou tvorbu Tyl a Tu2 bunék [75].

APG

Alkyl glykosid je netoxickd, biologicky rozlozitelnd latka, kterd se vyrabi syntézou
alkoholu a glukézy. Je Siroce pouZzivan v kosmetice nebo potravindiském primyslu, diky svym
vlastnostem se zvaZuje i jeho pouziti jako slizni¢ni adjuvans. Pfi pouZiti ve vakcin€ proti
chiipce indukoval vznik vysokych titrli protilatek IgG 1 slizni¢nich protilatek IgA v oblasti
nosohltanu a plic [78].

FSL-1

Jde o synteticky diacylovany lipoprotein. Je odvozen od Mycoplasma salivarium.
V organismu je rozpoznavan molekulami TLR2/6. Pii pouziti jako adjuvans FSL-1 pasobi jako
agonista TLR2/6. Indukuje odpovéd” TNF-a v makrofazich a je aktivatorem drahy NF-«xB [79].

FSL-1 mtze aktivovat makrofagy, podporuje tvorbu celé fady cytokint: (IL)-6, IL-8,
IL-10 a IL-12 a (TNF)-a. UvaZuje se o jeho pouziti ve vakcinach proti rakoviné [79].
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6. ZAVER
Vakcinace je vposledni dob¢ casto skloniované téma. Predstavuje jednu

vvvvvv

v

do vakcin ptidévat adjuvans, kterd tento problém mohou vyfesit. Dalsi vyhodou piidavani
adjuvans do vakcin je moznost sniZzeni davky antigenu a tim sniZeni nakladt na vyrobu vakciny.
Cilem prace bylo pfedstavit adjuvans bézn¢ pouzivana ve vakcinach. V parenteralnich

vakcinach je to hlavné alum, MF59 a lipidové Castice. Slizni¢ni adjuvans museji po aplikaci

wev

Vvewr

wev

Pér slov k sou¢asnym pouzivanym slizni¢nim adjuvans.

Stale je potieba vyvijet nova adjuvans, aby byly odstranény jizZ zndmé nedostatky u téch
béZné pouzivanych. Tim by se vakciny daly vice pfizplisobit potiebam lidi. Jednim z nové
zkoumanych a velmi slibnych adjuvans je chitosan. Jeho derivaty (hlavné trimethyl chitosan)
vykazovaly ve studiich velmi dobré vlastnosti pii pouziti ve slizni¢nich 1 parenterdlnich
vakcinach a zatim nevykazovaly zadnou toxicitu. V budoucnu by mohly nahradit ty na bazi
hlinikovych adjuvans. Jsou souc¢ésti vakcin, které jsou predmétem klinickych testt, a to jsou
piedevsim vakciny proti TBC, HBV, chfipce, noroviru nebo Helicobacter pyrolii.

Vzhledem ktomu, ze se véda a vyzkum posouvaji stile kupfedu, je velmi

pravdépodobné, Ze se v budoucnu dockdme novych adjuvans a t¢inngjsich vakcin.
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