Archaeosome als potentielle Adjuvantien

Innovative Verstéarkung flr Impfstofte

Im Zuge der Entwicklung neuer Impfstoffe werden Adjuvantien als Wirkverstarker zur Stimu-
lierung der Immunantwort benotigt. Sie aktivieren die Inmunantwort und finden auch bei der
Erforschung von Autoimmunkrankheiten interessante Anwendungen. Archaeosome sind spe-
zielle Liposomen, die sich von sehr alten Lebensformen, den ,,Archaea“ ableiten. Sie werden
derzeit als innovative Alternative fiir die Adjuvantienherstellung diskutiert.

Bei Adjuvantien handelt es sich um
Wirkverstiarker in humanen Totimpf-
stoffen, die in der immunisierten Person
eine Steigerung der Immunantwort aus-
losen. Sie werden gemeinsam mit dem
Impfantigen appliziert und veranlassen
das Immunsystem so zu reagieren, als
sei eine aktive Infektion vorhanden, um
anschlieBend im Falle einer tatsdchlichen
Infektion den notwendigen Schutz zu
bieten. Durch das Mischen von l6slichem
Impfantigen mit Adjuvantien werden di-
ese in unlosliches partikuldres Material
umgewandelt. Dies erhoht einerseits die
Stabilitdt der Impfantigene und beschleu-
nigt andererseits deren Aufnahme durch
antigenprasentierende Zellen (APC), wie
Makrophagen und dendritische Zellen.

Beispiele sind die Anlagerung der
Impfantigene an Aluminiumhydroxid
im Tetanusimpfstoff und die als MF59
bekannte Emulsion in mineralischem Ol
bei pandemischen Influenza-Impfstoffen.
Ebenfalls werden Liposomen —durch Hy-
dratation von Lipidmembranen generierte
Vesikel —als Adjuvans beim Hepatitis-A-
Impfstoff verwendet.

Den Impfantigenen kénnen auflerdem
nichtinfektiose Bestandteile von Bakterien
beigefiigt werden, durch die eine antigen-
prisentierende Zelle zur ko-stimulierenden
Aktivitit und Expression von Cytokinen
angeregt wird. Abgetotete Bordetella per-
tussis Bakterien fungieren als Adjuvans
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im Dreifachimpfstoff gegen Diphterie,
Keuchhusten und Tetanus. Viele Adju-
vantien stimulieren {iber die Aktivierung
von ,, Toll-like*“- Rezeptoren auf antigen-
prisentierenden Zellen das angeborene Im-
munsystem. Zu diesen Adjuvantien zéhlen
bakterielle Polysaccharide wie Lipopoly-
saccharide, bakterielle Hitzeschockpro-
teine, bakterielle DNA und Muramyldi-
peptide. Interessant ist auch der Aspekt,
dass Adjuvantien in der Erforschung von
Autoimmunkrankheiten eine Verwendung
finden. Dadiese sich oft nur sehr langsam
entwickeln, miissen fiir die Induktion
experimenteller Autoimmunkrankheiten
bakterienhaltige Adjuvantien mit den Ge-
webezellen gemischt werden.

Im Zuge der fortlaufenden Entwicklung
neuer Impfstoffe werden permanent neue
Adjuvantien bendtigt, um eine optimale
Immunantwort zu generieren. Seit kurzem
wird das Archaeosom als Adjuvans und
als moglicher Kandidat in der humanen

Impfstoffentwicklung diskutiert.

Innovation durch Archaea
Archaea stellen neben Pro- und Euka-
ryoten die Dritte Doméne des Lebens dar.
In der Natur sind archaeale Lipide einzig-
artig und bestehen nicht wie bei Pro- und
Eukaryoten aus Ester-gekoppelten Fett-
saureseitenketten, sondern aus Ether- ge-
koppelten Isoprenoidseitenketten, dem so

genannten Archaeol. Durch Hydratation

der archaealen Membranlipide entste-
hen Liposomen, welche aufgrund ihrer
einzigartigen Struktur in der Literatur als
Archaeosom bezeichnet werden.

In der Impfstoffherstellung sind
Archaeosome als Adjuvans insofern attrak-
tiv, als Archaea keine pathogenen Orga-
nismen darstellen. Sie produzieren weder
Endotoxine, wie Lipopolysaccharide der
Gram-negativen Bakterien, noch 16sen sie
die Bildung von signifikanten Mengen an
Anti-Archaeosomen Antikorper im Maus-
Modell aus. Die Ether-Bindung verleiht
dem Archaeosom eine aulergewohnliche
Stabilitit und somit eine einfache Hand-
habung, sowohl in der Préparation als
auch in der Lagerung. Zur Vaccinierung
werden die archaealen Lipide in Anwe-
senheit eines Impfantigens hydratisiert,
wodurch dieses anschlieSend in lamellen-
artige Archaeosome eingeschlossen wird.
Die Membranstabilitdt der Archaeosome
fiihrt bei Applikation zu einer verzégerten
Antigenfreisetzung, was die Wirksamkeit
eines Impfstoffes durch eine verstirkte
Immunantwort und die Bildung von An-
tikdrpern erhoht.

Inwieweit aktivieren nun Archaecosome
gemeinsam miteinem Antigen die humorale
Immunitit? Die Bildung von Antikrpernin
Miusen, welche mit verschiedenen Archae-
osomen Typen, die Bovines Serum Albumin
(BSA) als Antigen enthielten, immunisiert

wurden, entwickelten einen signifikant ho-



heren Antikorper-Titer als nach der Immu-
nisierung mit herkdmmlichen Liposomen,
welche BSA enthielten oder auch mit BSA,
welches gemeinsam mit Aluminiumhydro-
xid verabreicht wurde. Eine Ubersicht der
Stimulierung der adaptiven Immunitét durch
Impfantigene, Adjuvantien bzw. Krankheits-

erreger ist der Abbildung zu entnehmen.

Wie wird nun die zelluldre Immunant-
wort, bestehend aus T-Killerzellen und
T-Helferzellen, durch Archaeosome
aktiviert? Im ersten Schritt miissen Ar-
chaeosome durch antigenprisentierende
Zellen aufgenommen, anschlieBend pro-
zessiert und auf der Zelloberflache pri-

sentiert werden. Die Aufnahme erfolgt
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Stimulierung der adaptiven Imnmunitét durch Antigene

Die adaptive Immunabwehr, bestehend aus dem humoralen und zelluléren Teil, sorgt fir das
effektive Erkennen von Krankheitserregern, oder Impfantigene, die gemeinsam mit einem Ad-
juvans appliziert werden. Nach der Aufnahme der Antigene durch antigenprédsentierende Zellen
(hier: Makrophagen, B-Zellen) findet eine Prozessierung und Présentation tiber MHC Molekdile
statt. Bei der humoralen Immunantwort bindet die B-Zelle durch den B-Zellrezeptor Antigene und
prédsentiert diese tiber MHC-1I Moleklile den T-Helferzellen (Th2), welche durch das Ausschlitten
von IL-4 das B-Zellwachstum férdern und diese zu einer Antikdrper sezernierenden Plasmazelle
aktivieren. Zur zelluldren Immunabwehr gehéren neben den Th2 Zellen noch die T-Helferzellen
Th1, die durch die Bildung von IFN-y fiir eine Makrophagenaktivierung sorgen. T-Helferzellen
ist die Expression des Co-Rezeptors CD4 gemeinsam. Ein weiterer Typus von T-Zellen sind die
CD8-positiven T-Zellen, die Peptide virusinfizierter Zellen tiber MHC-I Molekiile erkennen und
anschlieBend fiir die Lyse der infizierten Zelle sorgen. Nach der Infektion bzw. Impfung bleiben
sowohl aktivierte B-, T-Helfergedéchtniszellen und T- Gedéchtniszellen.

MHC = Haupthistokompatibilitatskomplex/ Th = T-Helferzelle / I = Interleukin /

IFN = Interferon / CD = cluster of differentiation

mittels Phagocytose oder iiber rezep-
torvermittelte Endocytose. Das Antigen
wird generell iiber den Haupthistokom-
patibilititskomplex (MHC = major his-
tocompatibility complex) prasentiert, wo-
bei Antigene intrazellulédrer Proteine tiber
MHC-IMolekiile CD8 positiven T-Zellen
(T-Killerzellen) und Antigene extrazellu-
larer Proteine iiber MHC-II Molekiile den
CD4 positiven T-Zellen (T-Helferzellen)
présentiert werden. Nach Immunisierung
von Maiusen mit Methanobrevibacter
smithii-Archaeosomen, die Ovalbumin
enthielten, konnte eine Aktivierung der
CDS8-T-Zellen beobachtet werden. Die Ak-
tivierung zu T-Killerzellen wurde mit Hilfe
der Quantifizierung der IFN-y Produktion
entsprechender Zellen gemessen, welche
nach einer erfolgreichen Aktivierung eine
erhohte IFN-yAusschiittung zeigten. Li-
posome, die Ovalbumin enthielten, waren
hingegen nicht in der Lage, Peptide des
entsprechenden Antigens iber MHC-I

Molekiile zu prisentieren.

Doppelte Wirkung

Uberraschend war auch die Erkennt-
nis, dass M. smithii-Archaeosome in den
Milzzellen aus immunisierten Mausen T-
Helferzellen sowohl zur zellvermittelnden
Th1-Antwort (IFN-y) als auch zur humo-
ralen Th2-Antwort (IL-4) aktivierten.
Aktivierte T-Helferzellen synthetisieren
weitere Cytokine, die entweder eine Ma-
krophagenaktivierung (zellvermittelnde
Immunitét) oder aber B-Zellen dazu anre-
gen, neutralisierende Antikorper zu bilden
(humorale Immunitit). Das Archaeosom
aktiviert als gemischtes Adjuvans beide Ty-
pen von T-Helferzellen und ist somit nicht
mitdem Problem des bewiéhrten Adjuvans
Aluminiumhydroxid konfrontiert, welches
keine Th1-Antwort auslost.

Zur Aktivierung von T-Zellen ist ne-
ben einer Antigenpridsentation durch
MHC-Molekiile die Ko-Stimulation der
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spezifischen T-Zellen, welche das Anti-
gen erkennt, erforderlich. M. smithii-Ar-
chaeosome bewirkten auf Makrophagen
und dendritischen Zellen eine auffallend
starke Induktion der ko-stimulierenden
Molekiile CD80und CD86. Dieser Effekt
ist vergleichbar mit der Ko-Stimulation,
ausgelost durch die stark entziindungs-
fordernden Lipopolysaccharide Gram-
negativer Bakterien.

Neben einer primédren Immunantwort ge-
gen das entsprechende Antigen bietet das
Archaeosom auflerdem eine lang anhal-
tende Immunitit mit der Generierung von
Gedichtniszellen, die mit herkémmlichen
Liposomen nicht erzielt werden konnten.

Fiir Antigene die in Archaeosome appliziert

wurden, konnte nach erneuter Antigen-Ver-
abreichung noch nach 300 Tagen ein Anti-
korpertiter in Méusen gemessen werden.
Mit M. smithii-Archaeo-somen immuni-
sierte Miuse, die Antigene des intrazellu-
laren Pathogens Listeria monocytogenes
enthielten, induzierten eine starke Antwort
durch T-Killerzellen. Aulerdem wurde iiber
mehrere Monate bei einer anschlieBenden
Infektion mit L. monocytogenes ein aktiver
Schutz durch die Generierung von T-Ge-

dichtniszellen demonstriert.

Schutz gegen Krebs
Die CD8-T-Zell-Antwort spielt auch bei
der Eliminierung von Krebszellen eine Rol-

le. Hier eignen sich Archaeosome insofern

als potentielle Krebsimpfstoffe, da sie in
Tumor-Mausmodellen eine CD8-T-Zell-
Antwort auslosen, die sowohl einen effek-
tiven Schutz gegen Krebs bietet als auch die
Riickbildung von Tumoren fordert.
Zusammenfassend leisten Archaeosome
in Maus-Modellen als gemischte Adjuvan-
tien sowohl eine Aktivierung der priméren
Immunantwort als auch die Bildung von
Gedichtniszellen. Zukiinftig gilt es im
Zuge der Entwicklung neuer Impfstoffe
Archaeosome als humane Adjuvantien zu

A
etablieren. ¥«

Teile dieses Artikels wurden aus ,Archaeosome
adjuvants: Immunological capabilities and
mechanism(s) of action” (Lakshmi Krishnan, G.
Dennis Sprott) entnommen.

Kontroverse Diskussion

Adjuvantien in Grippe-Impfstoffen

Adjuvantien wurden zuletzt in der Winter-
saison 2009/2010 im Zusammenhang mit
der Schweinegrippe kontrovers diskutiert.
Bei pandemischen Influenza-Impfstoffen
konnte die Antigenmenge durch Adjuvan-
tien ASO3 (Pandemrix; GlaxoSmithKline)
und MF59 (Focetriaund Celtura; Novartis)
mindesten auf die Hilfte reduziert werden.
MF59 und ASO03 enthalten neben Squa-
len, einem natiirlichen Zwischenprodukt
der humanen Cholesterin- und Vitamin D
Synthese, oberflachenaktives Polysorbat
80 sowie in MF59 Sorbitantrioleat und in
ASO03 Vitamin E.

Kritiker des pandemischen Influenza-
Impfstoffes bringen diesen in Zusammen-
hang mit dem ,,Golfkriegs-Syndrom* (gulf
war syndrome, GWS), welches bei Kriegs-
veteranen des zweiten Golfkriegs (1991) auf-
trat. Den Soldaten wurde damals ein Impf-
stoff gegen Milzbrand (Anthrax) verabreicht,
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wobei berichtet wurde, dass manche Chargen
des Impfstoffs Squalen als Wirkverstérker
enthielten. Au3erdem wurden angeblich in
an GWS erkrankten Golfkriegsveteranen
Squalen-Antikorper nachgewiesen.

Laut Informationen des Paul Ehrlich Insti-
tuts (www.pei.de; Artikel vom 12.11.2009)
besteht jedoch kein Zusammenhang von
Squalen mitdem GWS-Syndrom, da auch
nicht geimpfte Kontrollpersonen Squalen-
Antikdrper besitzen und sich keine Spuren
von Squalen in Anthrax-Impfstoffen fin-
denlieen. Der aktuelle Anthrax-Impfstoff
Biothrax (Emergent Biosolutions) enthélt
Aluminiumhydroxid als Wirkverstérker.

Fiir Squalenhaltige Adjuvantien in pande-
mischen Influenza-Impfstoffen wurden fiir
ASO03 sowie fiir MF59, welches im saisonalen
Grippe-Impfstoff Fluad bereits verabreicht
wurde, keine auffilligen Nebenwirkungen

festgestellt. Der Schweinegrippe-Impfstoff

wird in Assoziation mit dem Guillain-Barré-
Syndrom (GBS) diskutiert, einer Erkrankung
des Nervensystems, wobei die Mehrheit
der Patienten eine vorausgegangene Infek-
tionskrankheit hatte. Das Paul Ehrlich In-
stitut unternimmt aktuell Studien, um einen
Zusammenhang zwischen GBS und der
Schweinegrippe-Impfung auszuschliefen.
Zwischen dem saisonalen Grippe-Impfstoft
und GBS gibtes keine Assoziation, was eine
Impfung bei der nédchsten Grippewelle un-
bedenklich macht (www.pei.de; Artikel vom
29.10.2009).
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