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RESUME: Le développement de nouveaux vaccins, contenant des antigénes protecteurs de mieux en
mieux caractérisés, se heurte au manque d'adjuvants permettant d'amplifier la réponse immune générée
tout en la contr6lant d'un point de vue qualitatif. De nombreuses tumeurs et maladies infectieuses pour-
raient étre combattues grace a des préparations adjuvantes capables d'intensifier et de moduler adéqua-
tement la réponse immune; en particulier, la possibilité d'induire spécifiquement une réponse de type Thl
semble étre déterminante pour la prévention ou la guérison de ces affections. Par ailleurs, les nouveaux
adjuvants doivent étre autant que possible dépourvus d'effets secondaires, non seulement pour pouvoir
envisager des applications commerciales, mais aussi dans le souci du bien-étre des animaux d'expé-
rience. Cette synthése a pour but de présenter les différents adjuvants utilisés actuellement en vaccinolo-
gie, en les classifiant selon leur nature chimique et en exposant pour chaque catégorie les connaissances

relatives a leur activité et leur toxicité.

INTRODUCTION

Le terme «adjuvant» dérive du latin
adjuvare qui signifie aider, assister. Il
désigne toute substance capable
d’ augmenter I’intensité de la réponse
immune dirigée contre un antigéne
administré simultanément. |1l existe
une multitude d’adjuvants, de nature
et d’ origine extrémement diverses, et
dont il serait impossible de dresser
une liste exhaustive.

On distingue parmi les adjuvants les
agents immunostimulants et les
«véhicules». Les premiers activent
directement les cellules de I'immu-
nité en seliant a différents récepteurs.
L es seconds contiennent |’ antigene et
déterminent la facon dont il sera pré-
senté au systéme immunitaire.
Cependant, les véhicules ont souvent
eux-mémes des propriétés immuno-
stimulantes, simplement parce qu'ils
constituent des corps étrangers.

Bien qu'ils soient également testés
dans le cadre de certaines immuno-

thérapies, les adjuvants sont surtout
utilisés en tant que constituants de
vaccins. La plupart du temps, ils sont
indispensables a I'installation d’une
réponse immune protectrice. En effet,
le pouvoir immunogéne d'un vaccin
non adjuvanté, surtout s'il est inac-
tivé, est souvent trop faible car lavac-
cination ne peut imiter parfaitement
une infection naturelle. Les vaccins
sous-unitaires en cours de développe-
ment, qui se réduisent parfois a de
simples peptides, sont particuliere-
ment concernés par ce probléme.
Méme s'ils contiennent les épitopes
protecteurs adéquats, ils manquent
d’ un agent capable d’amplifier et
d orienter la réponse immune spéci-
figue sans en étre la cible; c'est a ce
titre qu’ interviennent les adjuvants.

Les adjuvants se retrouvent tant dans
les vaccins humains que vétérinaires.
L’alum par exemple, seul adjuvant
actuellement enregistré pour la méde-
cine humaine, est utilisé dans de nom-

breux vaccins vétérinaires. Au niveau
expérimental, les deux types de vac-
cins bénéficient du développement de
nouveaux adjuvants tels que les sapo-
nines ou les oligonucléotides CpG.
Toutefois, méme s les exigences en
matiéere d’innocuité et d’ efficacité
sont semblables dans les deux cas, la
mise au point de vaccins vétérinaires
doit absolument tenir compte de
contraintes telles que les codts de pro-
duction et les limites de résidus.

CLASSIFICATION DES
ADJUVANTS

Les adjuvants peuvent étre classés
selon différents critéres. Bien qu'il
soit possible de les répartir en fonc-
tion de leur mode d' action et de leurs
effets sur la réponse immune (Cox et
Coulter, 1997; Schijns, 2001), cette
classification s'avére arbitraire et
compliquée; en effet, bon nombre
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d’adjuvants possedent plusieurs pro-
priétés et les propriétés de chague
adjuvant sont loin d’étre toutes
connues. |l est donc plus simple et
plus clair de classer les adjuvants sur
base de leur espéce chimique et de
leur origine (Audibert et Lise, 1993;
Horzinek et al., 1997).

L es constituants bactériens

A I’ origine, ces adjuvants étaient sim-
plement constitués de bactéries
entieres inactivées, par exemple diffé-
rentes especes de Salmonella.
L’Adjuvant Complet de Freund
(ACPF), bien connu et encore utilisé en
expérimentation malgré des effets
secondaires considérables, associe
une mycobactérie inactivée par la
chaleur, Mycobacterium tuberculosis,
a I’émulsion huileuse que constitue
I’AIF  (Adjuvant Incomplet de
Freund, cf. infra). Des préparations de
paroi bactérienne sont également dis-
ponibles; elles sont extraites notam-
ment du Bacille de Calmette-Guérin
(BCG), une souche atténuée de
Mycobacterium bovis utilisée comme
vaccin  antituberculeux  chez
I’homme. Le muramyl dipeptide (N-
acétylmuramyl-L-alanyl-D-isogluta-
mine, MDP) est le plus petit compo-
sant de la paroi des mycobactéries
comportant des propriétés adjuvantes.
Le MDPainsi que ses nombreux déri-
vés synthétiques, encore appel és pep-
tides adjuvants, permettent de réduire
les effets toxiques et allergiquesliés a
I"utilisation d’ extraits bruts. Le tréha-
lose dimycolate (TDM) est un autre
composant de paroi de mycobactéries
efficace en tant qu’ adjuvant et relati-
vement peu toxique. L’ endotoxine des
bactéries gram négatives, encore
appel ée lipopolysaccharide (LPS), est
active en tant qu'adjuvant mais pos-
sede en revanche des effets toxiques
marqués. C'est pourquoi son usage
est actuellement limité a I’ étude de
mécanismes immunitaires in vitro.
Par contre, le monophosphoryl lipide
A (MPL), obtenu par traitement du
LPS a I'acide chlorhydrique, est un
composant beaucoup moins toxique
qui conserve son efficacité en tant
qu’ adjuvant.

L es adjuvants huileux («oil-based
adjuvants»)

L’ appellation «adjuvants huileux »
regroupe les différents types d’' émul-
sions. Une émulsion est un systéme
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ou deux phases normalement non
miscibles sont dispersées I’une dans
I’ autre, cet état étant stabilisé par I'in-
tervention d agents tensioactifs (ou
agents de surface). Les adjuvants hui-
leux classiques sont des émulsions
«eau dans huile», ou des gouttes de
solution aqueuse d antigéne hydro-
phile, d'un diameétre de I’ordre du
nanomeétre au millimétre, sont englo-
bées dans une phase lipophile conti-
nue. L’ exemple type parmi cesformu-
lations est I’AlF, une émulsion
d’ huile de paraffine contenant comme
émulsifiant I’Arlacel A (mannide
monol eate).

L'intérét croissant pour le bien-étre
des animaux de laboratoire a favorisé
le développement d’adjuvants équi-
valents a I’ACF et I'AlF, mais ayant
un niveau de toxicité acceptable
(Jensen et al., 1998; Cedarlane
Laboratories Limited, 2003). Myco-
bacterium tuberculosis a par exemple
été remplacé par des composants de
paroi de mycobactéries. Des huiles
végétales ont également été substi-
tuées a la paraffine; cependant, elles
sont également potentiellement
cancérigenes. Les adjuvants de type
TiterMax®  (Vaxcel, Norcross,
Georgia, USA) sont des émulsions
«huile dans eau», composés d’'un
copolymere synthétique (cf. infra) et
d’une huile non toxique métaboli-
sable, le squaléne. Cette huile est éga-
lement utilisée comme véhicule dans
le RIBI Adjuvant System (RAS, Ribi
Immunochem Research, Hamilton,
Montana, USA), qui contient en outre
du MPL et du TDM, ainsi que du
Tween 80 comme émulsifiant.
D’autres composants bactériens peu-
vent y étre gjoutés. La SAF (Syntex
Adjuvant Formulation) est une prépa-
ration performante trés intéressante
du point de vue de son innocuité. Elle
contient laforme saturée du sgqualéne,
le squalane, ici encore dispersé par un
copolymere synthétique (le Pluronic
L121) pour former une émulsion
huile dans eau. Le thréonyl-MDP, qui
possede parmi les peptides adjuvants
un des meilleurs rapports efficacité/
toxicité, est le troisiéme constituant
de I’ adjuvant.

L es adjuvants minéraux

Cette catégorie compte comme prin-
cipaux représentants |'hydroxyde
d’auminium, le phosphate d alumi-
nium (appelés alum), le phosphate de
potassium et le phosphate de calcium.

Ces adjuvants se présentent sous
forme d’ un précipitéinsoluble de type
gel, sur lequel sont adsorbées les
protéines antigéniques en solution
aqueuse. Ces protéines interagissent
avec les ions du gel par des forces
électrostatiques. Des préparations
standardisées d’ hydroxyde d’aumi-
nium sont disponibles commerciae-
ment, telles I’ Alhydrogel ® (Superfos,
Danemark).

L estoxines bactériennes

La toxine cholérique de Vibrio chole-
rae (CT) est un puissant adjuvant uti-
lisé chez les animauix. Chez I’homme,
naturellement beaucoup plus sensible
a cette toxine, ¢'est la sous-unité B
purifiée (CTB) qui est utilisée; en
effet, ellen’est queleligand du récep-
teur de la toxine, alors que la sous-
unité A est responsable de I'action
toxique sur les entérocytes. Latoxine
pertussique de Bordetella pertussis
(PT) sous forme inactivée est elle
aussi un adjuvant, ains que la lym-
photoxine thermolabile de Escheri-
chia coli (LT, «labile toxin»). Des
formes mutées inoffensives de cer-
taines de ces toxines (CT et LT) ont
€té produites.

L es oligodésoxynucléotides CpG

Ce type d'adjuvant est a rapprocher
des constituants bactériens. Contrai-
rement & I’ADN des vertébrés, les
génomes procaryotes sont riches en
dinucléotides CpG (Cytidine-Guano-
sine). Avec leurs séquences flan-
guantes spécifiques, ces dinucléotides
forment des «motifs CpG» reconnus
par le systéme immunitaire de fagon
non spécifique. Les motifs CpG grou-
pés au sein d’ oligodésoxynucl éotides
synthétiques sont de plus en plus uti-
lisés comme adjuvants (Kandimalla et
al., 2002; Zimmerman et al., 2003).
La capacité de reconnaissance des
motifs CpG semble conservée a tra-
vers les espéces animales; toutefois,
I activité de chaque motif varie consi-
dérablement selon I espece envisagée
(Mutwiri et al., 2003).

Lessaponineset les
«ImmunoStimulating COM plexes »

Les saponines, substances d’origine
essentiellement végétale, sont des
agents tensioactifs amphipathiques
utilisés dans divers secteurs indus-
triels comme détergents et émulsi-



fiants. Bien que beaucoup de sapo-
nines soient des adjuvants potentiels,
celles employées comme tels sont
extraites del’ écorce de Quillaja sapo-
naria molina, un arbre d’ Amérique
du Sud. Les extraits bruts hétérogéenes
et aux effets peu prévisibles ont
aujourd hui fait place a des prépara-
tions standardisées telles que le Quil-
A® (Superfos, Danemark), ainsi qu'a
des saponines pures (QS-7, QS-
21,...). Les saponines sont capables
d'interagir avec le cholestérol pour
former des pores dans les membranes
cellulaires. Cette propriété leur
confére des effets toxiques, mais elle
est aussi alabase de la mise au point
des ISCOMs («ImmunoStimulating
COMplexes»). Il sagit de structures
vésiculaires d’ environ 35 nm de dia
metre, ayant |’aspect d’une cage, et
facilement préparées en mélangeant
du Quil-A®, du cholestérol et de la
phosphatidylcholine. Le Quil-A® et le
cholestérol forment la structure du
complexe, et la phosphatidylcholine,
moins rigide, permet I'incorporation
d’un antigéne amphipathique par son
domaine hydrophobe.

Lesadjuvantsvésiculaires

La structure de base de ces adjuvants
est une bicouche lipidique de compo-
sition variable, délimitant une micro-
sphére aqueuse, et dont |es propriétés
physicochimiques peuvent étre modi-
fiées par I"gjout d’ agents tensioactifs.
Is comprennent surtout les liposomes
et les envel oppes virales reconstituées
ou virosomes. Selon son caractere
plus ou moins hydrophobe ou hydro-
phile, I'agent immunogene peut étre
adsorbé a leur surface, inséré dans
leur membrane, ou contenu dans leur
phase aqueuse.

L es copolymeres synthétiques
(«Non-ionic Block Polymer s»)

Ces polymeres amphipathiques sont
le plus souvent composés de chaines
hydrophiles de polyoxyéthylene
(POE), et de chaines hydrophobes de
polyoxypropyléne (POP). |Is sont sur-
tout utilisés en tant qu’ agents de sur-
face au sein d émulsions huile dans
eau, ou ils permettent la présentation
de I'immunogéne a la surface des
gouttelettes huileuses, a la fois par
I’ établissement de ponts hydrogéenes
avec le POE et par des interactions
hydrophobes avec le POP. En faisant
varier lalongueur relative et I’ agence-

ment des «blocs» de POP et de POE,
il est possible de générer toute une
série de composés et de retenir ceux
qui ont les meilleures propriétés ten-
sioactives (Hunter, 2002).

Lesamineslipophiles

Ces composés portent d'une part un
ou plusieurs groupements aminés,
chargés positivement, et de I’ autre de
longues chaines hydrocarbonées de
10 atomes de carbone ou plus. Cette
structure permet la formation de
micelles en solution agueuse. Deux
molécules de ce type sont actuelle-
ment utilisées en tant qu’ adjuvants. |l
S agit principalement du DDA (dime-
thyldioctadecylammonium bromide
ou chloride, une amine quaternaire),
qui apparait comme le plus actif, et
d’un composé analogue, I’ avridine.

Lescytokines

Ces protéines de faible poids molécu-
laire agissent directement en leur qua-
lité de médiateurs de la réponse
immune, et a ce titre pourraient per-
mettre d’orienter cette réponse de
facon trés précise. C'est par leur
intermédiaire qu’agissent tous les
autres immunostimulants.

L esimidazoquinolones

L'imiquimod, ainsi que d autres
membres de cette famille, sont de
petites molécules capables d' agir sur
certains récepteurs membranaires des
macrophages et d’autres cellules
immunitaires (notamment des récep-
teurs de type Toll), modulant ainsi la
synthése de cytokines par ces cel-
lules.

L espolysaccharides

Les dextrans, mannanes, glucanes,...
ont été utilisés en tant qu’ adjuvants.
Les chitosans, polyméres obtenus par
déacétylation de la chitine, semblent
constituer des véhicules efficaces au
niveau des mugueuses, en raison
notamment de leur capacité de per-
méabiliser les mugueuses aux anti-
genes (Van der Lubben et al., 2001).

MODE D’ACTION, EFFICACITE
ET TOXICITE DES
PRINCIPAUX ADJUVANTS

Cette section décrit les mécanismes
biologiques qui président a I'action
des adjuvants, ainsi que les effets de
chague adjuvant sur la réponse
immune. Les effets toxiques de ces
préparations et les modalités d’ utili-
sation particuliéres y sont également
présentés. Les connaissances concer-
nant les effets des adjuvants sont
cependant loin d’étre complétes et
certains aspects de leur activité peu-
vent ne pas avoir été étudiés.
L origine et les propriétés des princi-
paux adjuvants décrits sont résumés
dans le tableau I.

Un adjuvant efficace ne doit pas seu-
lement renforcer la réponse immune,
mais auss orienter cette réponse en
fonction de la pathogenese propre a
chaque infection. Chague adjuvant est
d’ abord caractérisé par sa capacité
d activer sélectivement les lympho-
cytes T auxiliaires (CD4+) de type
Th2 ou Thl, qui correspondent aux
deux grandes voies que peut emprun-
ter laréponse immune, asavoir humo-
rale et cellulaire. Cette dichotomie a
été mise ajour chez la souris en com-
parant les effets des sels d’aluminium
et de I’ACF, les premiers induisant
une réponse de type Th2 et les
seconds une réponse de type Thl
(Grun et Maurer, 1989). Un adjuvant
peut aussi favoriser des aspects plus
particuliers de la réponse immune,
comme par exemple la réponse d' hy-
persensibilité de type retardé (DTH,
Delayed Type Hypersensitivity) ou la
réponse alymphocytes T cytotoxiques
(CTL, Cytotoxic T Lymphocytes), qui
correspondent & deux paramétres de
I"'immunité a médiation cellulaire
(IMC), ou encore laproduction d' [gA
sécrétoires dans un contexte Th2. |l
peut aussi influencer I'isotype des
immunoglobulines produites.

Ladichotomie Th1/Th2, qui repose sur
les observations faites chez la souris,
N’ est pas toujours aussi nette chez les
autres especes. Néanmoins, étant
donné que les nouveaux adjuvants sont
d abord testés chez la souris, cette dis-
tinction reste largement utilisée.

Lesémulsions eau dans huile

Cette formulation permet lalibération
progressive de I'antigéne au niveau
du site d'injection et sa présentation
sur une surface étendue; elle le pro-
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Tableau | : Origine et propriétés des principaux adjuvants

ADJUVANT

ORIGINE OU COMPOSITION
CHIMIQUE

EFFETS SUR LA REPONSE
IMMUNE

alum

minérale

stimulation de la réponse en anticorps
(Th2)

adjuvant incomplet de
Freund et adjuvants
huileux

émulsions eau dans huile (huiles
minérales ou végétales + agents de
surface)

importante production d’ anticorps ;
fortement inflammatoires

adjuvant complet de

émulsion eau dans huile +

réponse mixte humorale et cellulaire

Freund mycobactéries entiéres inactivées
Syntex Adjuvant
Formulation et émulsions huile dans eau a base de timulation de |arénonse en anticoros
formulations sgual éne et de copolymeres synthétiques P P
apparentées
monophosphory! composant bactérien dérivé du stimulation préférentielle de la réponse
lipide A lipopolysaccharide detype Thl

muramy! dipeptide et
dérivés

composants de paroi des mycobactéries

stimulation préférentielle de la réponse
en anticorps

oligonucléotides CpG

motifs moléculaires propres aux
genomes procaryotes

induction de réponses de type Thl

cytokines

protéines généralement utilisées sous
forme recombinante

action directe et spécifique, mais
dépendant de la dose et de I espéce cible

saponines et Immuno
Simulating
COMplexes

agents amphipathiques d origine
végétale, permettant la formation de
structures vésiculaires

production d’ anticorps et stimulation
des lymphocytes T cytotoxiques

imidazoquinolones

composés synthétiques de faible masse
moléculaire

induction de réponses de type Thl ;
stimulation des lymphocytes T
cytotoxiques

amines lipophiles

agents de surface amphipatiques

induction de réponses de type
hypersensibilité retardée

toxines bactériennes

sous formes entiére, inactivée, sous-

unitaire ou mutée

favorisation des réponses de type Th2 ;
production d’'IgA sécrétoires

polysaccharides

tége de la dégradation hépatique ou
de I’ action des protéases sériques. En
outre, elle exerce un effet «corps
étranger » par lequel elle attire les cel-
lules de I'immunité non spécifique et
active le complément par la voie
alterne, provoquant ainsi une réaction
inflammatoire. C'est par ces diffé-
rents mécanismes, regroupés sous le
nom d' «effet dépdt », qu’ agissent ces
préparations.

L'AlIF, version de I'ACF dépourvue
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diverses

de corps bactériens, constitue sans
doute I'’émulsion eau dans huile la
plus connue et la plus utilisée. 1l peut
induire une meilleure réponse en anti-
corps que I’alum (cf. infra), mais est
incapable de stimuler les types de
réponses cellulaires efficaces contre
les tumeurs et contre beaucoup d’in-
fection virales (Jensen et al., 1998).
Méme s'il n'a pas les effets toxiques
systémiques de I’ACF, I'AIF peut
provoquer des |ésions comparables au

stimulation de I’immunité au niveau des
mugueuses

sited injection, et s avére potentielle-
ment cancérigene.

Certains vaccins vétérinaires contien-
nent un adjuvant huileux. C'est le cas
par exemple du Corifelin®, vaccin a
base de calicivirus félin inactivé et de
sous-unités d herpésvirus félin. Le
Geskygrip®, destiné au porc et com-
posé de virus influenza inactivé et de
sous-unités du virus de la maladie
d Aujeszky, est adjuvanté par I'huile
de paraffine.



L es adjuvants minéraux

Les sels de calcium et surtout d’ alu-
minium stimulent la production d’ an-
ticorps via I'induction d’une réponse
de type Th2 (Nicklas, 1992). Chez la
souris, les anticorps produits sont
essentiellement de type 1gG1; les
cytokines associées a cette production
sont principalement I'lL-4 et I'IL-5.
D’importants taux d'IgE sont égale-
ment observés, en raison surtout de la
production d’'IL-5. Le phosphate de
calcium induit cependant des taux
d’'IgE moins importants que les sels
d’aluminium (Relyveld, 1986). Ce
type d adjuvant permet de concentrer
I"antigene localement et de le présen-
ter sous forme d’ aggrégats multimo-
léculaires, ce qui favorise le captage
par les Cellules Présentatrices
d’Antigenes (CPA) (cf. infra). Les
adjuvants minéraux peuvent stimuler
directement des cellules non spéci-
fiques comme les macrophages, et
sont capables d'activer le complé-
ment; leur effet dépbt par libération
lente de I'immunogéne semble par
contre modéré voire négligeable
(Nicklas, 1992; Hogenesch, 2002). |1
faut noter que toutes les protéines ne
sont pas adsorbées efficacement par
les sels d’auminium (Seeber et al.,
1991).

Le Rahisin®, vaccin antirabique inac-
tivé destiné a la fois aux animaux de
rente et de compagnie, fait partie des
vaccins vétérinaires adjuvantés par
I"hydroxyde d alumine. C'est égale-
ment le cas du Miloxan®, vaccin
constitué d’anatoxines clostridiennes
et destiné aux ruminants. Misapart le
MF59 (une émulsion squaléne/eau
présente dans un vaccin anti-
influenza), les sels d’aluminium sont
aussi les seuls adjuvants actuellement
enregistrés pour la médecine
humaine. Ils restent en effet les seuls
aavoir démontré une efficacité et une
innocuité suffisantes pour étre exploi-
tés dans des vaccins prophylactiques
commerciaux. Méme s'ils sont effi-
caces contre diverses maladies, la
production d’ anticorps induite par ces
adjuvants reste modérée. Pour de
nouveaux vaccins qui nécessiteront
des titres élevés, il est vraisemblable
que d autres adjuvants devront étre
employés. L'intérét de I’alum réside
donc essentiellement dans sa
sécurité; il n’'induit que quelques
réactions locales minimes. Contraire-
ment a I’aluminium, le phosphate de
calcium ne constitue pas un corps
étranger pour I’ organisme; il est donc

encore mieux toléré et résorbé
(Cedarlane Laboratories Limited,
2003). Il n’est cependant pas encore
établi que des vaccins formulés avec
le phosphate de calcium présenteront
les mémes caractéristiques d’'immu-
nogénicité et d’ efficacité.

L es constituants bactériens

Ces adjuvants portent des motifs
moléculaires propres aux bactéries,
parfois appelés PAMP (Pathogen
Associated Molecular Patterns), et
capables a ce titre d’ activer les méca-
nismes de défense non spécifiques
(O’'Hagan, 2001). Administrer ces
composants revient donc a mimer les
signaux pro-inflammatoires regus par
le systeme immunitaire lors d'une
infection bactérienne, signaux qui
déterminent |e type de réponse spéci-
figue mis en place. Le MDP et ses
dérivés sont de puissants inducteurs
de la production d'IL-1. Administrés
seuls en solution agueuse, ils favori-
sent plutdt la réponse de type Th2
(Cedarlane Laboratories Limited,
2003). Par contre, les corps bactériens
entiers et le MPL stimulent préféren-
tiellement la réponse de type Thl
(Cox et Coulter, 1997; Moingeon et
al., 2001). Leur mode d'action se
base sur une interaction du LPS et de
ses dérivés avec des récepteurs Toll-
Like (TLR, Toll-Like Receptors), dont
notamment le TLR-4 (Persing et al.,
2002).

L’ACF combine donc I’ effet dépot
d'une émulsion eau dans huile et la
capacité d activation de I'immunité
non spécifique des bactéries inacti-
vées, sans compter la stimulation de
cellules T auxiliaires spécifiques
d’ épitopes de M. tuberculosis. Ces
propriétés en font un puissant activa-
teur a lafois de la réponse humorale
et de la réponse cellulaire (Comoy et
al., 1997). La composante humorale
delaréponseinduite est liée al’ émul-
sion huile dans eau, tandis que sa
composante cellulaire est attribuable
aux extraits mycobactériens (Billiau
et Matthys, 2001).

Le caractére pro-inflammatoire mar-
gué de I’ ACF est malheureusement a
la base de ses nombreux effets délé-
teres. Outre le fait qu'il soit extréme-
ment visqueux et donc difficile a
injecter, I’ACF entraine |’ apparition
d’ abcés, de granulomes, et de nécrose
cutanée. |l est pyrogéne et peut pro-
voguer des polyarthrites et diverses
lésions liées & des réactions auto-

immunes; de plus, il a été démontré
que les huiles minérales étaient can-
cérigenes (Murray et al., 1972).
D’autre part, I'ACF rend positif le
test de tuberculination. L’ACF ne
peut étre administré qu’ une seule fois
au mémeindividu; en effet, desinjec-
tions répétées peuvent provoquer une
réaction anaphylactique fatale. C'est
pourquoi il est recommandé de n'in-
jecter que de I’ AIF lors des injections
de rappel (Griswold, 2002).

L' ACF représente aussi un danger
potentiel pour I’utilisateur. 1l peut
provoquer des ésions douloureuses et
difficiles atraiter lorsqu’il est inoculé
par piqlre accidentelle ou projeté sur
la cornée. En ce qui concerne les ani-
maux de laboratoire, I’ACF est
encore largement utilisé, bien qu'il
soit en passe d'étre interdit dans de
nombreux pays. Pour limiter au
mieux la douleur infligée a ces ani-
maux, le composant bactérien de
I’ ACF ne devrait jamais dépasser une
concentration de 0,5 mg/ml (Conseil
canadien de protection des animaux,
2002).

Dans certains laboratoires de
recherche, desimmunogenes sont iso-
|és a partir de gels de polyacrylamide
ou de membranes de nitrocellulose.
Ces préparations induisent elles-
mémes de tres fortes réactions inflam-
matoires. Il est donc recommandé de
minimiser la quantité de ces supports
contenue dans le vaccin par une élu-
tion adéquate, et de ne jamais coupler
ces antigenes avec de I’ ACF.

L es émulsions huile dans eau

Ce type d' émulsion est essentielle-
ment représenté par des préparations
de copolymeéres de POE et POPincor-
porés au squaléne. La structure parti-
culaire formée par ces préparations
constitue la base de leur efficacité, et
semble étre la clé du mode d'action
de nombreux adjuvants. En effet, ce
type de structure favorise le captage
par les CPA. Ce phénomene de
«ciblage» («targeting ») descellules
dendritiques et des macrophages
s'explique par différents mécanis-
mes: |’antigéne incorporé par les
CPA est concentré et protégé contre la
dégradation, la phagocytose est sti-
mulée par différentes interactions
ligands-récepteurs (Audibert et Lise,
1993; Cox et Coulter, 1997; Hoge-
nesch, 2002), et les structures formées
peuvent fixer le composant C3b du
complément (Allison et Byars, 1992).
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Lors de I'administration d’' une émul-
sion huile dans eau, la phase agueuse
continue se disperse rapidement. Les
sphérules d'huile libérées transpor-
tent I’antigene directement vers les
ganglions via les vaisseaux lympha-
tiques. L'effet de ciblage et |’ effet
dépdt de ce genre d'adjuvant s exer-
cent donc non seulement au site d’in-
jection mais aussi au sein méme du
tissu lymphoide (Allison et Byars,
1992).

Les émulsions décritesici n’induisent
gu’une réaction locale minime. Les
copolymeéres synthétiques utilisés
sont trés peu inflammatoires; quant
au squalene, il s'agit d'un constituant
corporel abondant, qui est un précur-
seur du cholestérol. Contrairement
aux émulsions eau dans huile, la dis-
persion rapide d’'une émulsion huile
dans eau permet d’ éviter la formation
de granulomes et d'abces autour
d’ une masse huileuse persistante. Ces
émulsions ont la consistance du lait et
sont donc faciles a injecter. L'incor-
poration délicate de I’antigene dans
une émulsion préformée permet éga-
lement d’ éviter une dénaturation par-
tielle donnant lieu a la production
d’anticorps dirigés contre des pep-
tidesinternes. C'est en effet ce qui se
produit lors de la préparation d'une
émulsion eau dans huile, qui nécessite
une homogeénéisation vigoureuse.

La SAF est la premiere préparation
mettant a profit le concept d’ émulsion
huile dans eau a base de squaléne
(Allison et Byars, 1992). Par la suite,
d'autres adjuvants comme ceux de
type TiterMax® ou comme le RAS ont
été élaborés selon le méme principe.

Dans la SAF, le squaléne est simple-
ment remplacé par le squalane, son
équivalent saturé, lui aussi présent
normalement dans |’ organisme.
Contrairement au squaléene, le squa-
lane N’ est pas sensible al’ auto-oxyda-
tion et reste donc beaucoup plus
stable au sein des préparations phar-
maceutiques. La SAF contient en
outre un peptide adjuvant, le thréonyl-
MDP, qui est ciblé vers les CPA tout
comme |'antigéne. Chez la souris, la
SAF favorise la production d'IFNy
par les lymphocytes T cytotoxiques et
Thl, ce qui entraine une importante
production d’ anticorps de type 1gG2a.
Cette sous-classe d'lg, équivalente
aux 1gG1 et 1gG3 chez I’homme,
semble jouer un réle primordial dans
|” opsonisation des bactéries.

Les adjuvants de type TiterMax®
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(Cedarlane Laboratories Limited,
2003) contiennent d’autres copoly-
meres. La réponse induite est surtout
de type Th2. La version Gold induit
des taux d anticorps particulierement
élevés et persistants. Ces effets sem-
blent cependant associés a une réacto-
génicité non négligeable. Weeratna et
collaborateurs (2000) rapportent en
effet que le TiterMax® cause d’impor-
tants dégéts tissulaires au niveau de
son site d’injection.

Lessaponineset les
«ImmunoStimulating
COM plexes»

L es préparations de saponinesles plus
utilisées sont le QS-21 et le Quil-A®.
Elles induisent une réponse de type
CTL et une importante production
d’'1gG2a. Les autres sous-classes
d’anticorps sont toutefois elles aussi
significativement augmentées. L’ asso-
ciation Quil-A®-alum se retrouve
dans plusieurs vaccins vétérinaires,
par exemple les vaccins marqués
inactivés contre I'IBR (Infectious
Bovine Rhinotracheitis).

Les ISCOMs sont utilisés en méde-
cine vétérinaire dans un vaccin
commercial contre la grippe et larhi-
nopneumonie équines, |'Equilis
Resequin®, ou ils sont combinés avec
I"hydroxyde d'auminium. Ils indui-
sent également une réponse mixte
Th1/Th2, par ciblage des CPA, et sont
capables en particulier de stimuler la
présentation des antigénes en associa-
tion avec le CMH | (Complexe
Majeur d'Histocompatibilité de type
1) aux lymphocytes T cytotoxiques.
Ce phénomeéne s explique probable-
ment par la capacité qu’ ont les sapo-
nines d'interagir avec le cholestérol
pour créer des pores membranaires;
de cette facon, I’ antigéne pourrait étre
introduit directement dans la voie
endogeéne de présentation. Cette inter-
action des saponines avec les mem-
branes peut provoquer de I’ hémolyse.
Outre les voies parentérales clas-
siques, les ISCOMs peuvent s admi-
nistrer par voie orale ou nasale. lls
induisent alors, en plus des réponses
systémiques habituelles, une impor-
tante production d’'IgA sécrétoires
(Solander et Cox, 1998).

L esadjuvantsvésiculaires

L'activité immunostimulante des
liposomes repose sur leur capacité de
présenter |I'antigéne adéquatement

pour la voie exogene de présentation
par lesCPA, et alafoisd’ éreinterna-
lisés par les CPA &fin de stimuler le
mode endogene de présentation. Les
virosomes quant a eux peuvent cibler
les CPA defagon tout afait spécifique
par I'intermédiaire de leur récepteurs
d origine virale, et tendent a repro-
duire le mode de présentation naturel
des antigénes viraux. |l s'agit par
exemple des IRIVs (Immuno-
potentiating Reconstituted Influenza
Virosomes). En outre, les adjuvants
vésiculaires exercent un certain effet
dépbt. Le résultat est une réponse
mixte caractérisée a la fois par de
hauts taux d’ anticorps et par une acti-
vité CTL. Ces systémes sont toutefois
difficilesaformuler.

Les cytokines

De trés nombreuses cytokines ont été
expérimentées en tant qu’adjuvants,
ainsi que certains de leurs inhibiteurs
(comme I’inhibiteur de I'lL-13, une
cytokine immunosuppressive). Une
grande partie des cytokines connues
sont disponibles commercialement
sous forme recombinante.

De nombreuses recherches concer-
nant les cytokines se focalisent
actuellement sur la cible importante
gue constituent les cellules dendri-
tiques. Ces cellules d’ origine médul-
laire sont des CPA professionnelles
agissant sous |’ effet des premiers
signaux inflammatoires; ce sont elles
qui in fine font le lien entre I"'immu-
nité innée et la réponse spécifique.
Les interférons de type I, parmi les-
quels I'lFNa, activent les cellules
dendritiques et leur permettent d’ acti-
ver aleur tour les cellulesT. llsindui-
sent alafoisuneréponse detype CTL
et une réponse humorale, et consti-
tuent des adjuvants potentiellement
efficaces contre les infections virales
(Rizza et al., 2002). L'IFNa fait
actuellement I'objet d’études cli-
niques chez I"homme. Le GM-CSF
(Granulocyte Macrophage-Colony
Stimulating Factor) stimule les
réponses DTH et CTL dirigées contre
des peptides isolés de mélanomes
(Jager et al., 1996).

L'IL-2 est sécrétée par les cellules
dendritiques et intervient en grande
partie dans I’ activation et la division
des cellules T; elle aussi constitue un
candidat adjuvant pour de nouveaux
vaccins. L'IL-12, elle aussi secrétée
par les CPA, est une cytokine pivot
pour |'orientation de la réponse



immune vers |’ alternative Thl; c est
pourquoi ses propriétés adjuvantes
sont actuellement testées.

L’ efficacité d'un vaccin adjuvanté
dépend essentiellement du profil
cytokinique généré, puisque ce der-
nier détermine I’ orientation prise par
laréponseimmune. Déslors, lapossi-
bilité d'utiliser directement les cyto-
kines comme adjuvants est une pers-
pective trés attirante. Certains
obstacles restent toutefois a surmon-
ter. En effet, certaines cytokines
immunostimulantes ont des effets
immunosuppresseurs selon la dose
utilisée et I’ antigéne employé. La spé-
cificité d’ espece des cytokines, méme
si elle n'est pas absolue, peut égale-
ment engendrer une perte d’ efficacité.
Deplus, I’administration de cytokines
n'est pas dénuée de risques; par
exemple, I'lL-2 et I'lL-12 peuvent
avoir des effets secondaires dange-
reux sur la fonction circulatoire
(Carson et al., 1999).

Les résultats les plus prometteurs en
cette matiere sont obtenus avec des
mélanges de cytokines, telle |’ asso-
ciation GM-CSF/IL-12/TNFa utilisée
dans le cadre d' essais de vaccination
anti-HIV et anti-tumorale (Rizza et
al., 2002).

L esimidazoquinolones

L’imiquimod et le resiquimod aug-
mentent de facon considérable la
secrétion d' IFNa, de TNFa et d'IL-
12 par les macrophages et les cellules
dendritiques; cela a pour effet
d’orienter la réponse immune dans la
direction Thl, et de générer des cel-
lules cytotoxiques (Dockrell et
Kinghorn, 2001; Stanley, 2002).
Malgré quelques effets secondaires
locaux, ces deux agents ont prouvé
leur efficacité dans le traitement
topique de plusieursinfections virales
de la peau et des muqueuses.
L'imiquimod est commercialisé sous
forme de creme et indiqué pour le
traitement des papillomes anogéni-
taux. Les capacités immunomodula
trices du resiquimod semblent étre
encore plus marquées; celui-ci favo-
riserait notamment |’ activité tueuse
des macrophages dans un modéle de
leishmaniose cutanée (Buates et
Matlashewski, 1999). Les propriétés
de ces agents pourraient s avérer pré-
cieuses dans le traitement de diverses
infections virales et de néoplasmes,
mais aussi dans la formulation de
nouveaux vaccins.

Lesamineslipophiles

Les micelles formées par le DDA en
solution agqueuse lient avec une forte
affinité les immunogenes portant des
charges négatives. Au sein du com-
plexe ainsi formé, ces charges sont
neutralisées et I'immunogeéne devient
plus hydrophobe. Ce complexe per-
met de cibler les CPA. Le DDA
S avére étre un puissant activateur de
I"immunité a médiation cellulaire
(Hilgers et Snippe, 1992); il a été
démontré chez différentes espéces
animales que cet adjuvant induit tres
efficacement des réponses de type
DTH. Le DDA est par contre peu effi-
cace pour stimuler la production d’' an-
ticorps. Les effets secondaires réduits
du DDA en font un candidat valable
pour des vaccins vétérinaires. Bien
qu'il ait été utilisé dans le cadre de
plusieurs essais cliniques chez
I"homme, il sera nécessaire de déve-
lopper des analogues encore moins
irritants en vue d applications com-
merciales.

L es oligodésoxynucléotides CpG
(CpG ODN)

Ces adjuvants ont la capacité d'in-
duire des réponses qui sont trés nette-
ment de type Thl, comme en
témoigne notamment |’importante
production d'IL-12 et d'IFN-y qu'ils
stimulent (Halpern et al., 1996;
Carson et Raz, 1997). Cet effet passe
par une interaction du CpG avec le
TLR-9 (Dalpke et al., 2002). De
méme, les oligonucléotides CpG
contenus dans I’ adjuvant de Freund
pourraient étre en grande partie res-
ponsables de son pouvoir de stimula-
tion de la réponse de type Thl. IlIs
peuvent également inhiber une
réponse de type Th2 déa installée et
I’ orienter vers une réponse de type
Thl (Chu et al., 1997). Ils pourraient
donc étre utiles en tant que vaccins
thérapeutiques ainsi que pour soigner
certaines allergies. Cependant, leurs
effets chez I’homme en restent a un
stade précoce d'investigation (Hal pe-
rin et al., 2003; Mutwiri et al., 2003).
L’ association CpG-aluminium s’ est
révélée capable d’ induire alafoisune
forte réponse de type Thl et destitres
élevés en anticorps, tout en étant fort
peu toxique (Weeratna et al., 2000).
Pour I’instant, aucune préparation
standardisée de CpG ODN n’est dis-
ponible sur le marché.

L estoxines bactériennes

Ces adjuvants sont administrés par
voie orale ou nasale. Ils induisent une
réponse de type Th2 s accompagnant
de la production d'IgA sécrétoires
répartie au niveau de I’ensemble des
muqueuses (Horsinek et al., 1997;
Moingeon et al., 2001). La produc-
tion d’ anticorps au niveau systémique
est également stimulée. La sous-unité
B de la toxine cholérique, qui est
beaucoup moins efficace par rapport a
la toxine entiére, peut étre associée a
de trés petites quantités d' hol otoxine.

CONCLUSIONSET
PERSPECTIVES

De trés nombreux adjuvants, aux
modes d’ actions variés, sont actuelle-
ment a |’ étude tant en médecine
humaine que vétérinaire. A cejour, les
adjuvants utilisables dans des vaccins
commerciaux ne permettent pas d’in-
duire une réponse a dominante Thl.
Or, cette propriété pourrait étre la clé
d’ une immunisation efficace contre
bon nombre de tumeurs ou de mala-
dies infectieuses aujourd hui incu-
rables. La production d’ anticorps spé-
cifiques reste toutefois indispensable
pour obtenir une protection; c’est
pourquoi les nouveaux vaccins
devront sans doute combiner plu-
sieurs adjuvants de nouvelle généra-
tion. C est le cas notamment de nou-
veaux vaccins expérimentaux contre
le VIH (Virus de I'lmmunodéficience
Humaine) (Ahlers et al., 2003). De
plus, la perspective thérapeutique
s'gjoute aujourd’ hui au concept de
vaccination, notamment dans le cadre
de la lutte contre le cancer. Les adju-
vants développés devront induire une
réponse suffisamment puissante pour
éliminer une infection chronique ou
détruire une tumeur.

L’ étude des récepteurs de surface des
CPA constitue un nouveau champ
d’investigation en vaccinologie
(Moingeon et al., 2001). Il s agit des
récepteurs Toll-like, de différents
récepteurs de chémokines, de man-
nose/fucose, de HSP (Heat Shok
Proteins), ou encore de molécules de
costimulation comme les récepteurs
CD40 (Barr et al., 2003) ou CD28
(Carlring et al., 2003). Les ligands de
ces récepteurs, ou des anticorps diri-
gés contre eux, pourraient agir en tant
gu’ immunostimulants; de plus, ils
peuvent étre associés aux immuno-
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genes au sein d’ une protéine de fusion
et ains cibler les CPA de facon extré-
mement spécifique. Les cellules den-
dritiques elles-mémes pourraient étre
utilisées comme adjuvants (Citterio et
al., 1999). Quoi qu'il en soit, les nou-
veaux vaccins devront sans doute
combiner plusieurs de ces adjuvants
de nouvelle génération.

Enfin, il faut garder a I’ esprit que le
développement des adjuvants a été
jusqu’ a présent largement empirique.
I1 est bien s{ir nécessaire d’ appronfon-
dir les études concernant les effets des
adjuvants, mais les connaissances
fondamentales en immunologie doi-
vent évoluer parallélement.

Choice of an adjuvant for vac-
cination trials

SUMMARY

The development of new vac-
cines, containing protective anti-
gens that are more and more
well characterized, is hindered
by the lack of adjuvants able
both to amplify immune response
and to control it qualitatively. A
number of tumors and infectious
diseases could be treated with
adjuvant preparations that would
adequately intensify and modu-
late specific immune response;
in particular, the possibility to

specifically induce a Thl res-
ponse seems to be of paramount
importance for the prevention
and for the cure of these dis-
eases. Furthermore, these adju-
vants must be as safe as possi-
ble, not only for commercial
applications, but also in the
respect of laboratory animals’
welfare. This review describes
the different adjuvants presently
used in vaccinology, classifying
them following their chemical
nature and presenting for each
category the knowledge con-
cerning their activity and toxicity.
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