71.049/PA | ) ceee s e e, e

POCACH

Eljarasok és eszkdzdk az immunvalasz moédositasara

KIVONAT

A taldlmany eljarast biztosit egy antigénre adott immunva-
lasz médositasara egy emlésben egy beliltethetd eszkdzt alkalmaz-
va, mely az antigént szabalyozott médon mutatja be az immunrend-
szer sejtjeinek. Az eszkdz egy pordzus matrixot tartalmaz, mely
egy perforalt, de egyébként nem ateresztd fedéréteggel vagy fal-
lal van korulvéve.

A talalmény tovadbba a fenti eszkozt alkalmazva immunsejtek
kinyerésére és monoklondlis és poliklonalis antitestek eléalli-

tasara is vonatkozik.
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Eljarasok és eszkdzdk az immunvalasz moédositasara

A talalmany altaldnossagban egy antigénnel szembeni immunva-
lasz médositasi eljarasara vonatkozik egy emlésben, egy beililtet-
hetd eszkdzt alkalmazva, mely az antigént ellenérzott mdédon mu-
tatja be az immunrendszer sejtjeinek. Egy mesterséges kodrnyezet
létrehozasaval utanozva egy nyirokcsomdé Osszetételét és szere-
pét, és az eszkdzdén belil az antigén bioldgiai hozzaférhetdségét
médositva, egy erdteljes valasz valthatdéd ki egy antigénnel szem-
ben, vagy egy meglévd immunvélasz csokkenthetd.

Egy antigénre adott immunvalasz kivaltasa és a valasz nagysa-
ga az antigén, a kiloénbozé tipusu immunsejtek és a kostimulaléd
molekulak, ide értve a citokineket és kemokineket, Osszetett
k5lcsénhatasatsol fiugg. Az immunsejteknek az antigénnel vald ta-
lalkozasanak idézitése és nagysaga és a kostimulald kornyezet
tovabb moédosithatja az immunvalaszt. A testen belil ezek a ki-
16nbdz6 sejttipusok és tovabbi faktorok alkalmas mdédon a nyirok-
szovetek, mint példaul nyirokcsomék kozelébe szallitddnak. A fo-
lyamatban résztvevd szamos sejttipus koziil az antigénprezentild
sejtek, ugymint makrofagok és dendritikus sejtek szallitjak az
antigént a periféridrél a lokalis, szervezett nyirokszdvetbe,
feldolgozzdk az antigént, és az antigén peptideket bemutatijak a
T-sejteknek, valamint kostimulaldé molkeulakat szekretalnak. Te-
hat ha az antigén lokalizalt 1lépcsézetes moédon, optimalis

koncentraciégradiens mellett és megfeleld, kostimulald molekula-
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kat tartalmazé koérnyezetben eléri a nyirokszerVékgg;"éJ%isiulé
nyirokcsoméban egy valasz valtodik ki.

Ilyen médon egy testbe bevitt, példaul vakcinazas segitségé-
vel bevitt idegen antigén egy kivant erdételjes immunvalaszt
eredményezhet vagy lehetséges, hogy nem eredményezi ezt. A vak-
cinadzashoz hasznalt antigének legyengitett és inaktivalt bakte-
riumokat és virusokat és ezek alkotdérészeibdl allnak. A vakcina-
2z4s sikere részben az antigén tipusatél és mennyiségétdl, az im-
munizacié helyétdl, és a vakcindzds idején az immunrendszer al-
lapotats6l fiigg. Nem mindegyik antigén azonosan immunogén, és a
gyengén immunogén antigének esetében létezik néhéany hozz&férhetd
alternativ lehetdség, mely megndveljiik az immunizacié hatékony-
sagat. Mig a kisérleti alaltokban szamos médszer all rendelke-
zésre az immunvalasz kialakuladsanak fokozasara, mint példaul az
antigén konjugalasa egy jobban immunogén hordozd fehérjéhez vagy
biomolekuldhoz (példaul kulcslyuk kagylé hemocianinhoz), vagy az
adjuvansok, mint példaul Freund-adjuvans vagy alum alkalmazéasa,
az emberi vakcindzasokhoz ezek a technikdk és adjuvansok nem ve-
heték igénybe. Tehat szamos betegség esetén, mely egyébként meg-
elézhetd lenne vakcinazassal egy fertézé &genssel vald talalko-
zAs eldtt, vagy terdpiads vakcina esetében, mely egy meglévd be-
tegséget okozb agenssel vagy sejttel, mint példaul rakkal szem-
ben hatasos immunvalasz kialakulasat induké&lja, a vakcinazast a
beteg nem veheti igénybe.

Szivacs implantdtum vizsgdlatokat hajtottak végre emldsékben
egy Ugynevezett steril talyogot létrehozd idegen test altal von-
zott immunsejtek populaciéjénak mérésére, és a vonzott sejtpopu-

14cié tovabbi tanulmanyozdsara a szivacsokat az implantéacid
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elétt vagy utan antigénnel toltotték meg. Vallerd é3 murKatérsai
[Cancer Research 42, 397-404 (1982)] tumorsejteket tartalmazd
szivacsokat liltettek be egérbe, hogy megvizsgdljak 16 napon at a
vonzott sejtek O6sszetételét, és ugy talaltak, hogy mar egy korai
idépontban is citotoxikus sejt prekurzorok voltak jelen, és a
citotoxicitas a 16. napon érte el a csucsat. Kimutattak, hogy a
korabban tumorsejtekkel immunizalt egerekbe belltetett,
tumorsejteket tartalmazé szivacsok esetében a citotoxikus sejtek
sokkal gyorsabban jelennek meg a szivacsban. Egyik esetben sem
mutattak citotoxicitéast a 1épbdl, nyirokcsomékbdl vagy
peritoneumb6l szarmazéd sejtek, mely azt valdszinlisiti, hogy a
tamponban 1évé antigénnel szembeni valasz erdsen lokalis
jelelgi.

Jenski és munkatarsai [J. Immunol. Methods 85, 153-161
(1985)]1 hasonldé koérilményeket hasznaltak a sejtes immunvalasz
helyreallitoédasénak kovetésére antigénnel feltoltott szivacsok
implantalésaval olyan egerekben, melyek szubletalis besugarzas
utadn szingén csontveld transzplantatumokat kaptak. Az immunités
helyreallitdédasat a szivacsokban a helyreallitddott sejtek
citotoxikus T-limfocita aktivitasdnak mérésével hataroztak meg
bizonyos iddén at. zangemeister-Wittke és munkatarsai [J.
Immunol. 143, 379-385 (1989)] tumor-immunis egerekbe belltetett
szivacsokba injektaltak egy tumor vakcindt, és nyomon kévették a
masodlagos immunvalasz létrejsttét a szivacs helyén. Semmilyen
kiséré hatas sem jelentkezett az a beiiltetett szivacs kdzelében
lévé nyirokcsomdkban.

Chen és munkatdrsai [Cancer Research 54, 1065-1070 (1994)] T-

sejteket gyljtottek besugarozott tumorsejtekkel toltott szivacs



implantatumokbél, hogy kimutassak, hogy ezeket' a :séft%k'"érra
hasznalhatoak fel, hogy adoptivan &tadjadk az antitumor aktivi-
tast. A szivacsbdél visszanyert, ezen kivil a regionalis nyirok-
csomékban és lépben 1év8 tumor-reaktiv citotoxikus T-sejtek gya-
korisagat mérték a tumorsejttel toltott szivacs-implantatumokat
kapott &llatokban. A szivacsok négyszer nagyobb gyakorisagban
tartalmaztak tumorsejt-reaktiv citotoxikus T-sejteket, mint a
nyirokcsomék, és otvenszer tobbet, mint a 1lép.

Mig jelentds kutatdsok folynak ezen hatasos és megfeleld vak-
cindk hianyanak poétlasara, a terapiads modszerekkel és anyagokkal
kapcsolatos akadalyok fennmaradtak. Ezért kivanatos lenne egy
olyan médszer vagy médozat kifejlesztése, mely megoldand a Jje-
lenlegi immunterapiaval és hasonldéan a kezelési eljarasokkal,
ugymint a profilaktikus és terapias vakcindzassal kapcsolatos
problémakat, és ezaltal lehetévé tenné uj, hatékony és eredmé-
nyes stratégidk kifejlesztését az egészséges emldsdk immunizaléa-
si és azok immunizalasi hatékonysaganak javitasara, akikre az
immunterapia gyégyité hatasu. Tovabba az a képesség, hogy egy
bizonyos antigénnel vagy az antigének sorozataval szembeni im-
munvalaszt szupppresszalni tudunk, eldényds lehet példaul az al-
lergidk kezelésében és a transzplantaciéds kildkédés megeldzésé-
ben. Ezért a talalmany ezek és hasonld célok elérésére iranyul.

A talalmany értelmében eljarast biztositunk egy antigénnel
szembeni immunvalasz médositdsdra egy emldésben ugy, hogy az em-
16s testébe egqgy pordzus matrixot tartalmazéd, perforalt, de
egyébként nem ateresztd tartalyt tartalmazd eszkdzt Gltetink Dbe.
Az antigén, amely ellen immunvalaszt akarunk kivaltani, az esz-

kéz pordzus matrixaban taldlhaté. Az antigén az eszkdzben benne



lehet az implantacié elétt, vagy az implantaci® tég'ﬁéﬁeﬁjuk
be; az implantacié soran az eszkdoz matrixaban mar benne 1évé an-
tigént olyan biolégiailag nem hozzaférhetd formdban biztosithat-
juk, mely az implantacidét kovetden valik bioldgiailag hozzafér-
hetévé. Az eszkdz az immunrendszer sejtjeit vonzani fogja, hogy
azok talalkozzanak az eszkdzben 1évé antigénnek, és a talalkozas
médositja az antigénre adott immunvalaszt. A perfordlt tartaly
diffazidés gatként mikodik, az eszkozben tartja az eszkdzdn beli-
1i immunsejtek altal termelt citokinek és mas kostimulald fakto-
rok nagy mennyiségét, melyek a tobbi immunsejtekkel valdé talal-
kozidskor az eszkdzben fokozzak a kivant immunvalasz kialakula-
sat. A perforaciok lehetévé teszik az immunsejtek be- és kilépé-
sét. A kivant immunvalasz magadban foglalhat sejtkozvetitett,
nyalkahartya- és humordlis immunitast, és egészséges emldbsodknél
és azoknal alkalmazhatd, akikre az immunterdpia gyégyitd hatéasu
lehet.

A talalmany alkalmazasakor példaul egy talalmany szerinti
eszkdzt az emldésbe térténd beliltetés eldtt latunk el kis mennyi-
ségii antigénnel. Eldényosen az antigént az eszkoz pordzus matri-
x4dba az emlésbe vald beliltetés utan harom nappal visszik be,
vagy az akkor valik az eszkdzben bioldgiailag hozzaférhetdévé. Az
antigénnel szemben egy erételjes immunvalasz induké&lédik majd az
eml&sben.

Egy tovabbi megvalésitidsi médban az eszkdz bioldgiailag le-
bomlé anyagokbél &ll, melyek idével végil a testben lebomlanak.
Alternativ lehet&ségként az eszkdz a testbdl eltavolithatd, miu-

tidn a kivant célt elértik.
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Legtagabban szemlélve a taldlmany egy olyan"éﬁ".

Tés e intedrti za-
lasra szolgald eszkdzre terjed ki, mely a kdvetkezdk jellemzik:
egy perforadlt, de egyébként nem ateresztd tartalyban 1évé pord-
zus matrix; az eszkdz tovadbba tartalmaz egy antigént, mely bio-
légiailag hozzaférhetd formdban van a matrixban az implantécid
elétt, vagy biolégiailag hozzaférhetévé valik a matrixban az
implantaciét kovetden, vagy az antigént az implantacié utan
visszik be. Az eszkdzben 1lévé antigén hozzaférhetdsége ugy sza-
balyozhaté, hogy az antigént bioldgiailag nem hozzaférhets for-
maban biztositjuk, ugymint lassu felszabaduldsu készitményként,
mint példaul amelyet a mikrogdémbdk, mikrokapszulak vagy
liposzémék biztositanak, melyek a lebomlas sordn az antigént ki-
bocsatjak az eszkdz matrixéba.

Egy tovabbi megvaldésitidsi médban a talalmany szerinti elja-
rast és eszkdzt egy antigénnel szembeni immunvéalasz csokkentésé-
re vagy leszabdlyozasara alkalmazhatjuk egy emlésben, az eszkdz-
ben egy bizonyos antigént nagy koncentracidéban alkalmazva, ez az
adott antigénre adott immunvdlasz szuppresszidjat és az antigén-
re adott immunvalasz kialakulédsanak gatlasat okozza. Citokineket
és mas kostimulald molekuldkat is biztosithatunk az eszkdzben.

A taladlmany szerinti eljarasok és eszkdzok tovabbi alkalmaza-
sai kbdzé tartozik az immunsejtek Osszegyljtése az eszkozbdl, is
Ujra bevitele a testbe adoptiv immunterapia biztositdsa célja-
b61, az aktiv immunizalads és az immunrendszer helyreadllitasara.
Tovabbi alkalmazasok kozé tartoznak a poliklonalis antitestek
(immunszérum) és monoklonalis antitestek elsadllitasanak javitott
eljarasai, ide értve a human monoklonalis antitestek eldallita-

sat is human immunsejteket hordozdé allatokban.
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Ahogy az a kovetkezdékben nyilvanvaldva valix, aZ"lfé:iéirt
talalmanyt alkalmazva egy nyirokszovet bsszetételét és szerepét
utanzoé mesterséges kornyezet eldallitéasaval, és az eszkdzben 1é-
vé antigén biolégiai hozzaférhetdségének médositasaval egy anti-
génnel szemben erdteljes valasz kialakulasa érhetd el. Bizonyos
antigéneknél eltérdé korilmények kozott egy meglévd immunvéalasz
negativ iranyba szabalyozhato.

Az abrak roévid ismertetése:

Az 1. abra a talalmany szerinti eszkdzben 1lévé sejtpopulacid
valtozasanak iddébeli lefolyasat mutatja 9 napon at, miutan egy
emlés bdre ala lltettik be.

A 2. abra az eszkdzben jelenlévd sejtek szamanak és tipuséanak
elemzését mutatja be a belltetés utdn négy nappal, anelkil, hogy
az eszkdz antigént tartalmazott volna.

A 3. abra az eszkdzben 1évé kiiloénbozdé sejttipusok populacidi-
ban bekdvetkezett valtozadst mutatja a beliltetés utani 4., 7. és
10. napon, bevitt antigén nélkul.

A 4. abra az eszkdzbe bevitt antigén hatasat mutatja a CD3-
pozitiv sejtekre (T-sejtek), a CD80-pozitiv sejtekre (B-sejtek),
és a CDl4-pozitiv sejtekre (makrofadgok, az antigénprezentald
sejtek reprezentativ alcsoportjaként) az eszkdzben, a belltetés
uténi 3., 7. és 10. napon. Az antigént az eszkdzbe a beliltetést
kovetd 4. napon vittik be.

Az 5. abra a CD4 (helper T-sejtek) és CD8 (citotoxikus T-
sejtek) pozitiv sejtek expresszidjaban bekovetkezett valtozas

elemzését mutatja be egerek lépeiben, egy olyan eszkéz bellteté-

se utan tiz nappal, mely nem vagy kiilonb6zé mennyiségd influen-
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adjuvanssal végzett immunizalas utan.

A 6. abra az egérbdl szarmazd 1lép sejtek influenza antigénre
adott proliferativ valaszanak assayt abrazolja, mely egerekbe
antigént és adjuvanst vagy csak antigént tartalmazd eszkozt dl-
tettiink be, vagy a mancsot antigénnel és adjuvanssal immunizal-
tuk. A lép T-sejt proliferaciét a gamma-interferon termeléssel
mértik.

A 7. abra influenza antigénnel és adjuvanssal mancsban immu-
nizalt egerek térdhajlati nyirokcsoméibdél izolalt T-sejtek gam-
ma-interferon szekrécidéjanak mértékét mutatja.

A 8. abra a lép T-sejtek proliferativ valaszat mutatja, me-
lyet a gamma-interferon szekrécidé mennyiségével mertink olyan
egerekben, melyeket influenza antigénnel és adjuvéanssal vagy
csak antigénnel immunizaltunk a taldlmany szerinti eszkdzt al-
kalmazva.

A 9. &bra a gamma-interferon szekrécids szinttel mért lép T-
sejtek aktivacidés szintjét mutatja adjuvans nélkil, ovalbumin
kiilénbdzé ddzisaival immunizalt egerekben, a taladlmany szerinti
eszkdzt alkalmazva, és Osszehasonlitva az ugyanilyen dézistarto-
manyua, adjuvanssal egyilitt a mancsba injektalt antigénnel immuni-
zalt allatok lépsejtjeinek proliferativ valaszaival.

A 10. Abra szintén gamma-interferon szekrécids szinttel mért
lép T-sejtek porliferativ valaszat mutatja BCG adjuvans nélkuli
ovalbumin 0, 50 pg, 50 ng, 50 pg mennyiségével immunizalt ege-
rekben, a taladlmany szerinti eszkozt alkalmazva, és Osszehason-

litva az ugyanilyen dézistartomanyu, Ribi adjuvanssal egyitt a



mancsba injektalt antigénnel immunizalt allatdk tapsedeieinek
proliferativ valaszaival.

A 11. &bra a specifikus anti-antigén IgG2a valaszt mutatja be
olyan &llatokban, melyekbe a HIV gpl20 peptid antigén kildnbozd
dézisait tartalmazéd eszkozt ililtettiink be hasonld ddzisu antigén
és adjuvans mancsba adott injekcidéjaval immunizalt allatokkal.

A 12. abra hasonld kisérletet mutat be, mint a 11. abra, csak
az elsé immunizalast egy emlékeztetd injekcid kovetett harom
héttel késdbb, amikor a kezdeti immunizaciés mennyiség 10 $%$-at
adtuk be hasonldé médon. Az allatokba belltetett eszkodzoket ujra
feltoltottik az antigénnel.

A 13. abran &sszehasonlitjuk a HIV gpl20 peptid elleni speci-
fikus IgG2A antitestek kialakulédsat a taldlmany szerinti eszkdz-
zel Ribi vagy BCG adjuvanssal egyltt vagy anélkil immunizalt al-
latokban és ugyanezekkel az adjuvansokkal, hagyomanyosan mancs-
ban immunizalt &llatokban.

A 14. abra a fajlagos IgG2a antitest szinteket é&brézolja ki-
i6nbodzd dézist citokrém C antigénnel immunizalt allatokban, a
talalmany szerinti eszkézt alkalmazva adjuvans neélkil, vagy ha-
gyomanyos mancs immunizalast alkalmazva Ribi adjuvanssal. A ke-
ringé IgG2A mennyiséget az egér szérumok sorozatos higitasaival
mutattuk ki.

A 15. abra az 6sszes, influenza virus specifikus IgG szintjét
mutatja be, mely az egerek 0,1 ng vagy 10 pg influenza
hemagglutinin fehérje fragmentummal (BHA) és a taldlmany szerin-
ti eszkdzzel adjuvans nélkiill végzett immunizacidéja utan alakul
ki, Osszehasonlitva ugyanilyen mennyiségl antigénekkel, melyeket

Ribi adjuvéanssal a mancsba adtunk be.
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A 16. abra egy T-sejt aktivacids assay eredméhyelt  mutatsd be
gamma-interferon leolvasast alkalmazva. Az egereket influenza
antigénnel immunizaltuk a taldlmény szerinti eszkdézt alkalmazva
adjuvans nélkil, és Osszehasonlitottuk az adjuvanssal egyltt be-
adott antigénnel végzett mancs-immunizéléassal, és szintén &ssze-
hasonlitottuk egy beililtetett pordzus polimer matrixban 1lévé an-
tigénnel (mely nem egy perforalt taroldban van, mint a talalmany
szerinti eszkdz esetében) végzett immunizaléassal.

A 17. &bra a fenti, egy nem rokon antigénnel (EBV) végzett
kisérlet eredményeit mutatja be influenza ellen immunizalt ege-
rek lép sejtjeinek in vitro immunproébaja utan, mely a taldlméany
szerinti eszkdzzel végzett immunizalds utan kialakult valasz
specifikussagat jelzi.

A 18. abra egy onmagdban alkalmazott szivacs fehérje (marha
szérum albumin) diffuzidés tesztjének eredményeit abrazolja a ta-
ldlmany szerinti eszkdzzel Osszehasonlitva.

A 19. &bra a taldlmany szerinti, influenza antigént tartalma-
z6 vagy nem tartalmazé eszkdzbdl kivont sejtek fenotipusat abra-
zolja, 4 nappal az egérbe torténé beillesztés utan. A kezeletlen
egerekb&l szarmazd periférids vér limfocitak ugyanilyen sejtti-
pusaihoz tartozd értékeket is bemutatjuk.

A 20. abra a taldlmany szerinti eszkozben antigén nélkil meg-
taldlhaté stimulald citokinek mennyiségeit mutatja a szérumban
1év8 mennyiségiikkel Osszehasonlitva.

A 21. &abra a citotoxikus T-sejt elicitacidé mértékét mutatja
be influenzaval fertdzott célsejt lizissel mérve, a talalmany

szerinti influenza virus vakcinat tartalmazé belltetett eszkozt
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alkalmazva, és olyan 4llatokkal ésszehasonfitvé;”'ﬁefyéket
szubkutan influenza virussal és adjuvanssal immunizaltunk.

A 22. &abran Osszehasonlitjuk az influenza virust tartalmazdé
taldlmany szerinti eszk®ézzel immunizdlt egerekben az influenza
virus specifikus IgGl mennyiségével mért humoralis valaszt olyan
egerekkel, melyeket vakcinaval és adjuvanssal szubkutan immuni-
zaltunk.

A 23. abra az influenza virus vakcinat tartalmazé talalmany
szerinti eszkdzzel immunizalt &llatokban létrejott influenza-
specifikus IgGl affinitast mutatja dsszehasonlitva a vakcinaval
és adjuvanssal szubkutdn immunizalt allatokkal.

A 24. abra influenza virussal immunprdébdzott egerek tulélését
mutatja influenza virus vakcindt tartalmazé talalmany szerinti
eszkdzzel végzett immunizalas utan, Osszehasonlitva a vakcinaval
és adjuvanssal szubkutan immunizalt egerekkel.

A 25. &bra a talalmany szerinti eszkodzt alkalmazva, SCID ege-
rekben létrejott influenza-specifikus humdn IgG antitestek
titerét abrazolja, az intramuszkularis immunizalassal O0sszeha-
sonlitva.

A 26. &bra influenza antigén (a 25. &branal leirt antigén)
elleni szérum antitestek affinitasat mutatja, az antigén intra-
muszkularis beadasaval keletkezett antitestekkel Osszehasonlit-
va.

A 27. Ara az immunvalasz szuppresszalasat mutatja egy talal-
many szerinti eszkdzben 1évS antigén nagy mennyiségeivel.

A 28. abra a talalmany szerinti eszkoz alkalmazasat mutatja

be plazmid DNS-sel valé immunizalasra.
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A 29-31. abra a taladlmany szerinti eszkoéz alKalmdz&sat matat -
ja be egy poliszacharid antigénnel szembeni immunvéalasz létreho-
zasara.

A 32. 4abra a taldlmany szerinti eszkdz alkalmazasat mutatja
be egy nagyon konzervalédott, és 1igy gyengén immunogén antigén-
re, a ciklofolinre adott immunvalasz kivéltasara.

A 33. &bra a taldlmany szerinti eszkdz alkalmazasat mutatja
be egy parazita antigénre adott immunvalasz kivaltédsara teljes
dllatokat hasznéalva.

A taldlmany eljarast biztosit egy antigénre adott immunvalasz
médositasara egy emldésben egy belltethetd eszkdézt alkalmazva,
mely az antigént szabalyozott médon mutatja be az immunrendszer
sejtjeinek. Egy nyirokcsomé Osszetételét és szerepét utanzdé mes-
terséges kornyezet létrehozasaval és az eszkdzben 1évé antigén
biolégiai hozzaférhetdségének manipulalasaval, egy erdteljes im-
munvalasz valthaté ki egy antigénnel szemben, vagy egy meglevd
immunvalasz negativ irdnyba szabalyozhatd. Az eszkdéz egy pordzus
matrixot tartalmaz, azaz egy szivacs-szerd anyagot, mely egy
perforalt, de egyébként nem ateresztd fedéréteggel vagy fallal
van korilvéve, illetve ez tartalmazza, melyre a leirasban tar-
talyként hivatkozunk. A perforalt tartaly diffuzidés gatként ma-
k6dik, hogy az immunsejt szekrécids termekek nagy koncentracid-
ban maradjanak az eszk&ézdn belidl. Az antigén, mellyel szemben
immunvalaszt akarunk kivaltani, vagy negativ iranyba kivanjuk
szabalyozni, az eszkdéz pordzus matrixaban, azeldtt vagy azutan
van jelen, mikor az eszkdzt a bdr ala helyezzik. FEgy erbteljes
immunvalasz kivaltasara az antigén eldénydsen korilbelidl harom

nappal az eszkdz beillesztése utan biolégiailag hozzaférhetd az
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eszkdz matrixdban. Ez Ugy érhetd el, hogy az anffééﬁ%"kbfﬁfﬁélul
ebben az iddében injektaljuk az eszkozbe, vagy egy olyan eszkdzt
hasznalunk, amelyben a matrix az antigénnek egy lassu felszaba-
dulasi formajat tartalmazza, mely koérilbeldl harom nap malva va-
1ik bioldgiailag hozzaférhetévé. Egy bizonyos antigénnel szembe-
ni immunvalasz negativ iranyu szabalyozasara vagy
szuppresszalasara, az adott antigéntél figgdlen, bioldégiailag
teljesen hozzaférhetd antigénnel latjuk el az eszkozt, mieldtt
azt az emldsbe beiiltetnénk. Abban a példdban, ahol az antigént
azutan helyezzik az eszkOzbe, miutdn az eszkozt beliltettik, az
antigént az eszkozbe a bdron keresztil egy fecskendét és bdér-
alatti tit alkalmazva juttathatjuk be, az eszkéz helyzetének
megallapitisaval és a tlnek az eszkdzbe illesztésével. Az eszkdz
a helyén hagyhat6é vagy eltévolithatd a testb&l. Bioldgiailag le-
bomlé anyagokbél készithetd, mely iddvel végil a testen belil
felbomlik, vagy eltavolithaté, miutdn a kivant hatast elertuk.
Az antigén egy eszkdzbe késébb Gjra bevihetd. Az antigén az esz-
kézben odnmagaban vagy egy adjuvanssal vagy adjuvénsok kombinaci-
6javal egyitt alkalmazhatd. EldSnydsen adjuvans nélkil alkalmaz-
zuk.

A taladlmény az immunterdpia szamos formajanak javitott elja-
rasat kinalja, ahol egy kivant immunvalaszt alakitunk ki vagy
megnoveliink egy antigénnel szemben, és ennek az ellenkezdjét,
amelyben egy meglévd immunvalasz vagy egy immunvalasz kialakula-
sanak képessége egy bizonyos antigénnel szemben szuppresszalhato
illetSleqg meggatolhaté. Ezek vakcindzast, ugymint bizonyos anti-
génekkel szembeni egészséges emldsok vakcinazadsat és terapias

vakcinazasi eljarasokat foglalnak magukban. Az immunvalasz gat-
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lasat vagy szuppresszalasat alkalmazhatjuk egy emlésnét, “nialétt
az az adott antigénnel talalkozna, mint példadul egy leendd
transzplantaciés betegnél, egy olyan emld&snél, mely varhatdan
egy allergénnek lesz kitéve, vagy egy olyannal, aki hajlamos egy
exogén vagy endogén antigénre adott immunvalasz kialakitéasara,
mint példaul autoimmun betegségekben. Eqgy immunvalasz
szuppresszalidsa hasznos lehet egy antigénnek valdé kitétel utén,
mint példaul egy antigénre adott allergias vagy anafilaktikus
valaszt adé emldsnél, vagy egy transzplantadtum kilokddést el-
szenvedsé személynél. A taldlmény szerinti mdédszerek és eszkdzdk
az immunitas oOsszes formaja felé iranyulhatnak, ide értve a
sejtkdzvetitett, humoralis és nyadlkahdrtya-immunitast.

Az eszkéz elrendezése és alkalmazisi médszere serkenti az em-—
16s nyirokszovet és kiildénésen egy nyirokcsomd szerkezetét és
funkcidjat. A testben a bejutott idegen antigéneket az
antigénprezentaldé sejtek, makroféagok és dendritikus sejtek ve-
szik fel és dolgozzak fel, melyek belépnek a nyirokcsombékba, és
az antigénbdl szarmazd immunogén peptideket egy adott MHC anti-
génnel képzett konformacidban mutatjak be a T-limfocitdknak. A
T-sejtek egy specidlis csoportja (CD-4 Th2) segitséget nyajt a
B-sejteknek, és segiti a nagy affinitasu humoralis valasz kiala-
kuldsat. A B-sejtek az antigénekkel kozvetlenil léphetnek kol-

csénhatasba (kilondsen a toébb egységbdl 4allé antigének és a

visszatérd antigének), és az immunizald antigénre fajlagos anti-
testeket kivalasztod plazmasejtekké differencidlddnak. Az
antigénprezentald sejtek is kibocsatanak citokineket,

limfokineket és kemokineket, melyek szintén részt vesznek az im-

munvalasz kialakitasadban. Az eszkoz perfordlt tartaly része egy
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diffuziés gatat tart fenn, mely fenntartja az antigénrek® e~ im-
munsejt szekréciés termékeknek a szintjeit az eszkdzon beldl, de
lehetdvé teszi az immun- és mas sejtek belépését az eszkdzbe és
kijutasat az eszkozbdl. Ugy talaltuk, hogy az antigén nagyon kis
mennyisége elegendd egy erdteljes immunvalasz kivaltasara. Az
eszkodzben jelenlévé antigén és az eszkdzben 1évé immunsejtek és
kostimulalé molekulak kozotti kolcsédnhatds tehdt optimalizalha-
té, hogy az antigénre adott immunvélasz kialakulasat fokozzuk,
valamint hosszG ideig tartdé immunitédst biztosit a memdriasejtek
populédciéjanak termelésével.

A taldlmany szerinti eszkéz beiiltetése az emlds testbe egy
ugynevezett steril talyogot létesit, melyben az immunrendszer
bizonyos sejtjei az idegen testhez vonzdédnak, és a korlatozott
szamu perforacién keresztiil belépnek. Az elsd par nap mulva egy
megndévekvd sejtpopuldcié halmozéddik fel az eszkdzben még antigén
nélkil is. Amikor az eszkdzben 1lévé antigén bioldgiailag hozza-
férhetdvé valik, koriulbeliil a harmadik napon, és az immunrend-
szer matrixban lévé sejtjei taladlkoznak az antigénnel, az
antigénprezentaldé sejtek felveszik és feldolgozzak az antigént,
és bemutatjdk a T-limfocitaknak. Mivel az eszkdoz a perforalt
tartaly utjan korlatozza a kiilvilagnak valé kitételt, az immun-
sejtek be tudnak 1lépni, de az antigén az eszk6zben marad, és
koncentraciéja magas marad, ahogy az eszkozben 1lévd sejtek altal
szekretalt kostimulald faktorok koncentraciéja is, hasonld moé-
don, mint egy nyirokcsoméban. Miutédn a T-limfociték felkészilnek
és aktivalédnak, elhagyhatijak az eszkdozt a korlatozott szama
perforaciéon at, és ujra belépnek a keringésbe. Tehat az eszkdz

piztositja az antigén szabdlyozott bemutatasat az immunrendszer
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sejtjeinek, és a citokinek és egyéb, egy erételjes.immunvélasz
kialakulasahoz sziikséges faktorok mennyiségének fenntartéasat.
Ahogy a tovabbi példakban latni fogjuk, az eszkdz tobb nagysag-
rendd javulast biztosit egy bizonyos antigénre adott immunvalasz
kialakulasaban.

Egy tovabbi elméleti megfontolas alapjan, egy bizonyos anti-
gén nagy mennyiségét tartalmazd taldlmany szerinti eszkoz beépi-
tése a fent leirtakkal ellenkezé6 médon funkcionalhat, ahol ez
negativ iranyba szabalyozhatja vagy szuppresszalhatja egy meglé-
vé vagy potencidlis antigénnel szembeni immunvalaszt. A T-sejtek
talalkozasa a nagy mennyiségben jelenlévd antigénnek nyilvanva-
léan az antigén-specifikus T-sejtek apoptdzisat inditja be, igy
elimindlva az antigén-specifikus T-sejteket és a progenitorokat,
hatasosan elnyomva a sejtkdzvetitett valaszt és az antigén felé
irdnyuldé humoralis valaszt is.

Az antigén stimulussal és citokinek (ugymint IL-2, IL-4, vy-
IFN, IL-12) hozzaadasaval kozvetitett vagy egy immunis allapot-
pan (azaz mieldtt az aktivacios allapot lecsdkken) a T-sejteket
tovabbi antigén stimulusnak kitéve létrejott T-sejt
hiperaktivacié a sejtek apoptdzisat, és az antigén specifikus
repertodrbdél a reaktiv kldénok (B vagy T-sejtek) delécidjat fogja
kivaltani. Egy bizonyos antigén megfeleld koncentracidjanak ki-
vidlasztasa az immunvalasz stimulédlédsdra vagy szuppresszalasara
egy taldlmany szerinti eszkozt alkalmazva, egy gyakorlott szak-
ember szamara ismert vagy koénnyen meghatdrozhatdé. Egy bizonyos
antigén immunogenicitéasa és igy eqgy bizonyos antigén

immunszuppressziv és 1mmunstimulans dbzisainak tartomanya a
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szakteriileten ismert médszerekkel in vivo vagy in vitro meghata-
rozhato.

Tovabbad a taldlmadny szerinti eszkozt alkalmazva létrehozhatd
valasz tultesz a hagyomanyos immunizéciés moédszerekkel elérheté
valaszon, mely mbédszerek altalaban az allatok esetében
adjuvansok alkalmazasat foglaljdk magukban. Elméleti alapon ugy
tinik, hogy az antigén onmagdban toérténd, szabalyozott bemutata-
sa az immunsejteknek, és az eszkdzben 1évé kostimulald faktorok
optimalis kornyezetet biztositanak egy erételjes immunvalasz ki-
alakitasdhoz, mely meghaladja azt, ami az adjuvansok alkalmaza-
sdval elérhetd.

Az immunizalads hatasos mdédszert kinadl a megelbzésre szamos
fert8z& betegség agensével szemben, ugymint virusok, példaul
influenza, HIV, papilldéma, hepatitisz, citomegalovirus, polio-
és veszettségvirus; baktériumok, példadul E. coli, Pseudomonas,
Shigella, szifilisz, mikobaktériumok, Chlamidia, Rickettsiak, és
Serratia marescens; gombak, példaul Aspergillus és Candida; és
protozoak és tobbsejtes parazitéak, példaul Schitosoma,
Plasmodium, Onchocerca, és amd8bak. Az immunizacid egy terapias
vakcina potencialis alkalmazasat kindlja egy olyan egyed kezelé-
sére, aki mar egy fertdz8 betegségben szenved. Tovabba olyan nem
fert8z6 betegségek eldézhetd8k meg vagy kezelhetdk az immunizala-
son keresztil, mint a rak. Szamos antigén azonban kevéssé
immunogén, és az immunizacié nem bizonyul megfeleld stratégianak
ezeknek a betegségeknek a megeldzésére vagy kezelésére. Az
adjuvansok, ugy ahogy szokédsosan alkalmazzuk az allatok immuni-
z&lasara, nem alkalmasak az immunvalasz megnévelésére. Tovabba

egy egyed vagy beteg immunrendszere lehet, hogy nem mikédik op-
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timalisan ahhoz, hogy képes legyen egy olyan antigénnel szemben
immunvalaszt létrehozni, mely kiilénben egy erdteljes immunva-
laszt hoz létre egy egészséges egyedben. Ezek a helyzetek a ta-
lalmany szerinti eszkdz alkalmazésanak lehetdségét nyujtjak egy
erételjes immunvalasz stimuldlasdra ott, ahol hagyomanyos immu-
nizaciés eljarasokkal egy ilyen valasz nem lehetséges.

Az immunvalasz szuppresszalasa 1is kivanatos lehet bizonyos
4llapotok, mint példaul allergidk kezelésére vagy a betegek arra
tdrténd eldkészitésére, hogy idegen antigénekkel talalkozzanak,
mint példaul a transzplantatumok esetében. Feltételezziik, hogy a
nem megfeleld immunvélaszok az alapvetd kérokail szamos autoimmun
és mas betegségeknek, mint példaul az I-es tipusu diabétesznek,
a reumatoid arthritisznek, szklerdzis multiplexnek, uveitisznek,
szisztémas lupus erythemetosusnak, myasthenia gravisnak és a
Graves betegségnek. Egy taladlmany szerinti, a gyanus antigént
tartalmazd eszkdz beliltetésével egy egyedbe, az antigén felisme-
résére aktivalt T-sejtek belépése kivalthatja az apoptdzist, és
ezek a sejtek elimindlédnak az immunrendszerbdl. A progenitor
antigén-specifikus sejtek eliminacidja lehetdvé tudja tenni az
idegen antigének transzplantaciéjat kilskddés nélkil.

A talalmany tovabbi alkalmazasai poliklonalis antitestek
(immunszérum) és monoklonadlis antitestek a laboratériumi &lla-
tokban térténd jobb eldallitasi eljardsait és az 1igy létrejott
kivant tipusu antigének kinyerését foglalja magaban. Az egyik
megvaldésitasi médban egy csak kis mennyiségben hozzaférhetd an-
tigén elleni poliklonalis (immunszérum) és monoklonalis antites-
tek eldallitasara szolgald eljarast lehet végrehajtani a talal-

many szerinti eszkézzel. A ritka antigén kis mennyiségével 1lat-
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hatjuk el az eszkdzt abbdél a célbdl, hogy az allatot immunizal-

juk, majd ezutan a lépsejteket 6sszegyldjtjik. Ez az eljaras a
jelenlegi, a ritka antigénnek koézvetlen lépbe juttatasaboél allod
farasztdé és megjdésolhatatlan kimenetelli eljarashoz képest javi-
tott moédszert kinal. Tovabba az emlékeztetd immunizadléds sziiksé-
gessége elkerilheté a taladlmany szerinti eszkoz alkalmazasaval,
és az immunvalasz sokkal gyorsabban hozhatdé 1létre. Az &allatok
immunizalasahoz sziikséges lerdvidilt 1id6é lehetévé teszi a
monoklonalis antitestek gyorsabb létrehozasat is. Egy masik meg-
valdésulasi az immunsejtek egy &llatnak az eszkdzben biztositott
antigénnel végzett immunizalasa utan az eszkozbdl gydjthetdk
5ssze médban a hibridémak eldallitdsahoz. Ezt az eljarast arra
is alkalmazhatjuk, hogy human monoklondlis antitesteket hozzunk
létre ugy, hogy egy talalmany szerinti eszkdzt ultetink be egy
egyedbe, az eszkdézt antigénnel toltjik fel, és ezutédn a
hibridémak eldallitasdhoz o6sszegyljtjik az immunsejteket az esz-
kézb&l. A fent emlitett poliklonalis antitesteket (immunszérum)
és monoklondlis antitesteket diagnosztizalashoz, alapkutatasra,
képalkotasra és/vagy kezelésre alkalmazhatjuk. Egy masik megva-
lésulasi moédban human monoklonalis antitestek hozhatdk létre a
talalmany szerinti eszkdézt alkalmazva, melyet egy sulyos kombi-
nalt immunhianyos (SCID) egérbe iultettink, a kovetkezd moédon.
El18szdr, human periférias vér limfocitakat injektalunk egy SCID
egérbe, ahol a humédn limfocitak benépesitik az egér immunrend-
szerét. Miutdn a talalmany szerinti, kivant antigént tartalmazd
eszkdzt beiiltettik, mely antigén korilbelil harom nappal a bell-
tetés utan valik biolégiailag hozzaférhetdvé, majd az eszkdzbdl

dsszegyljtottilk a sejteket, olyan human B-limfocitak allnak ren-—
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delkezésiinkre, melyeket ezutén a kivant antigén elleni human an-
titesteket szekretdald hibridémak készitésére alkalmazhatunk.

A taldlmany szerinti eszkdz egy tovabbi alkalmazasa abbdl
411, hogy az immunsejteket oOsszegyljtjuk egy eml&sbdl, és késdébb
ujra bevissziik az emlésbe. A sejtek az eszkd6zb&61 ugy nyerhetdk
ki, hogy példaul a beiiltetett eszk6zbdl kiszivjuk, vagy az esz-
k&z testbdl tértént eltdvolitasa utdn a polimer matrixot felold-
juk, majd a sejteket taroléas utan, példaul lefagyasztva, az em-
18sbe egy késébbi idépontban visszavihetjik. Ez kiulondsen hasz-
nos lehet azoknal az emlésoknél, amelyek a teljes testre kiter-
jedé besugarzason esnek at. A talalmany szerinti eszkdz antigén
nélkiil is beililtethetd és hat-tiz napig bent tarthatd, majd ezt
kdvetden az eszkdz és tartalma eltavolithatd, és a benne 1évé
sejtek fagyasztassal tartésithatdk. A sugarkezelést kovetéen az
emlds rendelkezésére allhatnak a testbe visszavitt T-sejtek, ez-
4ltal az immunrendszer helyreadllitédik. Ennek az alkalmazéasnak
egy masik megvaldésulési moébdjéban kostimulald faktorok, mint pél-
daul az immunsejtek proliferdcidjat kivaltd citokinek vihetdk be
az eszkdzbe az O6sszegyljtés eldtt, hogy megnéveljik az eszkdzben
a sejtek hozamat. Egy masik megvaldsitasi moédban az antigént
tartalmazd eszkdzbdl Osszegyljtoétt immunsejtek aktiv immuniza-
lasra hasznalhaték, az eljaras soran a sejteket téarolhatjuk, és
késébb ujra bevihetjiik az emldsbe, példaul egy kemoterapias ke-
zelés vagy mas kezelési eljaras utan. Egy tovabbi magvaldsulasi
mbédban az eszkdzbdl Osszegyldjtdtt T-sejteket fagyasztassal tar-
tosithatunk, és egy késébbi idépontban egy antigénnek tehetink

ki (példaul egy rak antigénnek) a T-sejtek ex vivo szaporitasa-
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hoz, mieldtt a testbe bevinnénk az adaptiv immunteréapia célja-
bdl.

A taldlmany egy masik alkalmazasi mdédjaban az eszkdzt az esz-
kdzben 1évé immunsejtek génekkel vald transzfektdlasara alkal-
mazhatjuk. A transzfektalt immunsejtek aktivalhatjak az eszkdz-
ben 1évé immunsejteket és/vagy miutdn az eszkodzb&l kijutottak, a
tavolabbi szervekben 1lévé immunsejteket aktivalhatjak. Példaul
egy tumorspecifikus antigént vagy viralis, bakterialis vagy pa-
razita antigént kédold DNS, RNS vagy cDNS helyezhetd az eszkdzbe
a megfeleld fehérje antigénnel egylitt vagy anélkil. Az eszkdzbe
bejuté antigénprezentdld sejtek transzfektalddhatnak a génnel,
majd kifejezhetik az antigén-fehérjét és a testen belil perifé-
rias helyekre vandorolhatnak, ahol az immunsejteket stimulalni
fogjak.

A taldlmany szerinti eszkdz a gyakorlott szakember szaméara
ismert eljarasokkal A&llithaté els, és a méret és az alak ugy
vadltoztathatdé, hogy az elrendezés lehetévé tegye azt, hogy az
itt leirt mdédon mikoddjeén. Ahogy fentebb leirtuk, az eszkoz egy
diffuzidés gatat biztosit a kis molekulédk szémara, 1igy az eszkoz-
be bevitt antigén és az eszkdzben 1évé dimmunsejtek altal
szekretalt citokinek és més faktorok széamara, de lehetdvé teszi
az immunsejtek be- és kilépését az eszkdzbe és az eszkdzbdl. Te-
hat a fehérjék és mas kismolekuldk passziv diffuzidéja korlato-
zott, viszont az immunsejtek aktiv mozgast hajtanak végre az
eszkdzbe és az eszkdzbél. Az egyik megvaldsitési mddban az esz-
kdzt a bdérdn ejtett kis bemetszésbe torténd kényelmes beillesz-
téshez és szikség esetén a késdbbi letavolitashoz egy roévid

csédarabbdl, bioldgiailag semleges mlanyag csébél, mint példéaul
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szilikon cséb&l lehet kialakitani. Pordézus polimer matrixot, az-

az egy szivacs-szerd anyagot illesztink a csé furatdba. A nyi-
tott végeket vagy lezarjuk, vagy nem. A csé faldba kisszamia lyu-
kat készitiink. A kis lyukak szaménak formajanak és méretének
valtozatai a taldlmany oltalmi korébe tartoznak. Az antigént az
antigénnek vagy az antigén biolégiailag nem hozzaférhetd alakja-
nak oldat vagy szuszpenzié formajaban vihetjik be, az eldallitas
soran a matrixba beépitve, vagy a matrixba injektalva a csd
egyik végén vagy maganak a csének a falan keresztil. Az antigént
az eszkdz matrixadban kozvetleniil is biztosithatjuk, erre a le-
irasban ugy hivatkozunk, hogy bioldégiailag hozzaférhetd vagy bi-
olégiailag teljesen hozzaférhetd forma, vagy olyan bioldgiailag
nem hozzaférhetd formaban biztosithatjuk, mely késébb valik bio-
légiailag hozzaférhetdvé. Megfelels, ha az antigént egy olyan
készitménybe épitjik, mely szabdlyozott felszabadulast, hosszan
tarté felszabadulast vagy lassu felszabadulast biztosit, az
ilyen eljarasok és készitmények kozé tartozik a
mikrokapszulazas, a liposzdémak es a mikrogdmbok. Elénydsen az
antigénre adott immunvalasz stimulalasa vagy noévelése céljébdl a
formulalt antigén az eszkdz matrixdban korulbelil harom nappal a
beiiltetés utan valik biolégiailag hozzaférhetdvé. A megfeleld
felszabadulasu készitmények a szakteriileten ismertek.

Egy masik megvalésitési médban az eszkdzt egy polimer matrix
anyagbél az eszkdz kivant végleges formdjadban készitjik el, és
egy at nem ereszt$ fedSréteget viszink fel ra. A perforacidt ezt
kovetSen végezhetjik el. Alternativ lehet&ségként, egy bizonyos
porozitidsu és bizonyos mértékben keresztkotott polimer matrixot

extrudalhatunk az eszkdz kivant formadjara, és ezutan a kilsejeét
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kezelhetjik egy szerrel, hogy az eszkéz felszinén a polimer to-
vabbi keresztkotéseit hozzunk létre, hogy egy nem atereszté fe-
déréteg vagy tartédly hatasos alakjat hozzuk létre. A fedbréteget
ezt kovetben perfordlhatjuk, és az antigént bevihetjik. Az esz-
k6z felszinének fokozott polimerizacidéjat ugy 1is elérhetjik,
hogy a felszint ultraibolya fénnyel kezeljik, ha ultraibolya
fénnyel kezelhetd polimert alkalmazunk. Az itt rendelkezésre bo-
csatott példakat a korlatozas szandéka nélkil mutattuk be, mivel
egy gyakorlott szakember konnyedén tud majd egy fent emlitett
tulajdonsagokkal rendelkezé megfeleld eszkozt tervezni.

Az eszkdzben 1évé anyagok a megfeleld természetben eldforduld
vagy szintetikus készitmények széles korébdl valaszthatdk ki. Az
egyik megkodzelitési médban a polimer matrix egy bioldégiailag
kompatibilis matrix, mint példidul hidroxilezett polivinil-acetat
lehet. Egy masik matrix a poliuretéan, ez széles kOrben hozzafér-
hetd. Egyéb alkalmas anyagok koézé tartozik az etilén/vinil-
acetat kopolimer, politejsav, poliglikolsav, polilaktid-glikolid
kopolimer, kollagén, keresztkotodott kollagén és zselatin.

Ahogy fentebb ismertettiik, a perforalt de egyébként nem &at-
eresztd gatat vagy feddréteget a polimer matrix korul szamos mé-
don valdsithatjuk meg. Az egyik megvalésitasi moédban a polimer
matrix darabjait helyezziik egy bioldégiailag kompatibilis mdanyag
csé, mint példaul egy szilikoncsd lregébe. Egy példaban egy 2,5
cm-es cs&darabot, melynek belsé atmérdje 0,15 cm és kilsd atmé-
réje 0,2 cm egy megfeleld 2,5 cm-es eldnedvesitett hidroxilezett
polivinil-acetat matrix darabbal lattunk el. Mas példakban a ga-
tat vagy feddréteget egy megfeleld természetben eldéforduld vagy

szintetikus anyagbél készithetjik el, mint példaul mlanyag vagy
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mas polimerbdl, keresztkotétt kollagénbdl, polietilénbdél, szil-
ikonbdl, latex gyantéabdl, polisztirénbdl, akril gyantabdl,
polivinil-pirrolidonbdél, és ezeknek az anyagoknak a kombinacidi-
bo6l. Egy kereskedelmi forgfalomban hozzaférhetd anyag a SILASTIC®
szilikoncs® a Dow Corning-tél. Ezek a nem korlatozd jelelgld pél-
dak egyszerlen csak a taldlmanyban felhasznalhato megfeleld ké-
szitmények korét példakon keresztil mutatjak be.

A taldlmany szerinti eszkdz eldallitaséanak nem korlatozd jel-
legli példajaként és Osszhangban az eszkdz fent emlitett kivant
jellemz&ivel, mely eszkdz lecsdkkenti a kis molekuldk diffuzid-
jat az eszkozbdl, de lehetévé teszi az immunsejtek be- és kilé-
pését, az eszkdozt a kovetkezdképpen allithatjuk eldé manudlisan.
Egy 28,575 mm (1,125 hiivelyk) hossza, 1,1938 mm (0,047 hitvelyk)
kiilsé atméréji és 0,5969 mm (00,0235 inch) szilikon csovet hasz-
nalhatunk a taldlmany szerinti eszkdéz nem &teresztd tartalya-
ként. A lukakat kézzel furhatjuk egy 20-as méretd hipodermalis
tivel az eszkdz falan &t, mely korilbelul 1,5875 mm 0.79375 mm
(1/16 és 1/32 hiuvelyk) atmérdéjd lyukakat hoz létre. Husz lyukat
készitink a csdben. Ezek a paraméterek az eszkdz Jellemzdinek
csak utmutatoiként szolgalnak, és a gyakorlott szakember ismer
mas olyan paramétereket, melyekkel a fent ismertetett célok el-
érhet&k, azaz a korlédtozas nélkili sejt be- és kilépés, viszont
az eszkdzodn belili kis molekuldk, mint példaul citokinek diffu-
zibéjanak csdkkenése és korlatozasa.

Eqgy taldlmany szerinti bioldgiailag lebonthatdé eszkdz olyan
anyagokbél &llé matrixot és tartalyt tartalmazhat, melyekrdl
tudjuk, hogy lassan bomlanak le a testben. Ilyen anyagok kozé

tartozik a zselatin, kollagén, keresztkotott kollagén,
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politejsav, polilaktid-glikolid kopolimer, és mas a szakterlle-
tes jartasak szamara ismert anyagok. Tehat egy elényben részesi-
tett, az immunvalasz stimuldlasdra szolgald eszkdz egy bioldgia-
ilag lebomlé tartalyt, egy bioldgiailag lebomldé matrixot, és a
matrixon belil az antigén egy biolégiailag lebomlé lassu felsza-
padulasu készitményét tartalmazza. Az emlitett készitmény az an-
tigént korilbeldl harom nappal a beliltetés utan bocsatja ki; a
matrix és a tartaly jelentdsen az eszkéz hasznos élete utan, ko-
riilbeliil a beiiltetés utan 10 nappal kezd bioldgiailag lebomlani.
Az eszkdz tartadlyanak perforacidit a szamos mbédszer kozul
barmelyikkel elkészithetjik, ide tartoznak a kézi és automati-
241t moédszerek. A lyukak kis szédma az optimalis, eldnydsen a
csovon korilbelidl 10 lyuk centiméterenként, bar ez valamennyire
az eszkdz méretétdl és formadjatdl fugg majd. A fenti elmeéleti
megfontolasok szerint a perforacio szerepe az, hogy lehetdévé te-
gye az immunrendszer sejtjeinek a bejutasat az eszkdzbe, melyek
ezutan érintkezésbe lépnek az antigénnel és a kostimulald mole-
kulakkal, hogy aktivalédjanak, és hogy ezutan lehetdvé tegye az
aktivalodott T-sejtek kilépését. Ezeket a célokat ugy kell elér-
ni, hogy ugyanekkor a perforalt eszkoz tartalmazza és fenntartsa
az immunsejtek &ltal termelt antigén és kostimulald faktorok,
agymint citokinek kivant szintjét az eszkozben. Ezek a feltéte-
lek a perforacié megfeleld szamaval és méretével érhetlek el,
ahogy ezt lentebb a példakban bemutatjuk. Abban az esetben, ahol
az eszkdzt egy csédarabbél készitjuk el, a csé végeit nyitva
hagyhatjuk, hogy perforacidként valamint befogaddéhelyként mikod-
joén az antigén betdltésére szolgdld tl vagy mas eszkdozdok beveze-

téséhez a belltetés eldtt vagy a beliltetés utan.
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Az eszkdz egy olyan alkalmas helyen Ultethetd be a testbe,
ahol koénnyd a beillesztése és az antigén betdltése, és az elta-
volitas ugy hajthaté végre, hogy az a betegnek csak minimalis
kellemetlenséget okozzon. Egy alkalmas hely az alkar kozépséd
felszine. Egy masik megvalésitdsi médban az eszkdzt bioldgiailag
olyan mértékben lebomlé anyagokbdl készitjlk, mely eszkdz a
hasznos élete utan lebomlik, és nem szikséges eltavolitani.

Egy immunvalasz stimulalasara a bioldgiailag hozzaférhetd an-
tigén az eszkdzben az implantacié iddpontjaban vagy eldénydsen
utdna jelen lehet, ebben az esetben az iddpont elénydsen koril-
beliil harom nap a beliltetés utdn. Az antigén egy bioldgiailag
nem lebomld, lassu felszabadulassal jellemezhetd készitménye a
pbeliltetés id&épontjdban mar benne lehet az eszkdzben, mely az an-
tigént az eszkdoz matrixaba koriilbeliil harom nappal a betltetés
utédn bocsatja ki. Korulbelil harom nappal a beiiltetés utan, a
sejtek megfeleld szama és tipusa képes valaszolni az eszkozben
1évé antigén jelenlétére az ezekbSl a sejtekbdl szekretalddott
citokinekkel és kostimulalé molekuldkkal egyutt, és a perforalt
tartaly &altal biztositott diffuzids gat eredményeként bennmarad-
nak az eszkdzben, és az antigén ezt kdvetd bevitele az eszkdzbe
egy optimalis immunvalasz kialakuldsat inditja el.

Az eszkdz, ha nem bioldgiailag lebomld anyagokbdl készitjuk
el a fentebb ismertetett mdédon, egy egyszerd mitéti eljarassal
eltavolithatd, miutan végrehajtotta  a kivant funkcidjat. Altala-
nossagban koridlbelil 10 nap utan az immunsejt populacié kilép az
eszkdzbdl és az tovabb nem mikodik. Masrészrdl, az eszkdzt ujra
feltdlthetjiik antigénnel egy késébbi idépontban azért, hogy be-

inditsuk az immunvéalaszt.
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Ahogy fentebb leirtuk, az immunvalasz kivant stimulaléasanak
vagy szuppresszalasadnak magvalésitasahoz fontos az eszkozben lé-
vé antigén biolégiai hozzaférhetdségének idézitése, és ez az
adott antigén jellemzd&itdél flgg. Altalanossagban az eszkéz imp-
lantaciéjanak idépontjéban a bioldégiailag teljesen lebomlé anti-
gén nagy koncentraciéja az antigénre adott immunvélaszra
szuppresszalé hatéssal lesz. Szintén dltaladnossagban, az eszkoz
beiiltetésének idépontjaban a bioldgiailag teljesen lebomld anti-
gén kis mennyisége az antigénre adott immunvalaszra stimulaléd
hatassal lesz. Ezek a korilmények az eszkdzben haszndland6é adott
antigén jellemzéitél figgben, a talalmany alkalmazhatdésaganak
csdkkentése nélkiil valtoztathatdk. Egy gyakorlott szakember ké-
pes felmérni egy adott antigén immunogenicitasat szokasos 1in
vitro vagy in vivo eljarasokkal, és képes meghatarozni az anti-
gén megfeleld koncentracidjat ahhoz, hogy a kivant hatast elér-
je.

A taladlmany szerinti eszkéz alkalmazdsi eljarasa egy antigéen-
re adott immunvalasz fokozasara vagy stimuldlasara arra szolgal,
hogy immunsejtek, T- és B-limfocitak polulacidéjat hozza létre,
melyek az eszkdzben hasznalt antigénnel szemben egy hatésos im-
munvalaszt keltenek.

A taldlmany egy masik targya egy fajlagos antigénnel szembeni
immunvalasz negativ irdnyG szabalyozasa a fentebb emlitett elja-
rast és eszkdzt alkalmazva. Egy antigén nagy ddbzisainak a bevi-
tele az eszkdzbe, az eszkdzbe belépd és az antigénnel talalkozd
immunsejtekben apoptodzist valt ki. Az olyan dllapotok, mint a
graft- és transzplantatum-kiloskdédés, megeldzhetdk és kezelhetdk,

ha a recipienst a transzplantdciét megeldzden vagy utan a donor
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antigént tartalmazé taldlmény szerinti eszkdzzel latjuk el. Azok
k$zé az altalanos allapotok kdzé, melyek az immunvalasz negativ
iranyba torténd szabalyozasaval gyoégyithatdk, a kovetkezdk tar-
toznak: transzplantaci6, melyben kivanatos, hogy a recipienst
donor vérsejtekkel tegylik tolerénssa, hogy a donor grafttal
szemben a recipiens immunvalaszat negativ iranyba szabalyozzuk,
autoimmun betegségek, melyekben az autoantigénekkel szembeni to-
lerancia kivanatos, hogy korlatozzuk a patogén T-sejteket, és
enyhitsik az endogén antigénekkel, mint példaul a rheumatoid
arthritisnél a kollagénnel képzett immunkomplexek képzddését,
diabétesz, melyben kivanatos, hogy a diabetikus beteg tolerans
legyen az inzulinnal vagy a GAD-dal szemen, és a myasthenia
gravis, melyben a betegek toleranssa tehetdk, hogy elkeriljik az
acetilkolin receptorral szembeni immunvalaszt. Tovabba az aller-
gidkat és allergiads reakcidkat jellemzd immunvalasz a beteg to-
leranssa tételével vagy deszenzitizaléasaval kezelhetd az
allergénre adott immunvalaszért felelds immunsejtek
apoptézisanak indukalasaval. A taldlmany szerinti eszkozben az
imunvalasz szuppresszalasara alkalmazhaté allergiak és antigének
k6zé tartozik példadul a DERP-1 macska allergia allergén és az
urushiol -médositott peptidek &ltal okozott szémdrce/tdlgy al-
lergiak.

A kdvetkezé példakat a taldlmany elényoés megvaldsitasi médja-
inak teljesebb szemléltetése céljabdél mutatjuk be. Ezek azonban
semmiképp sem értelmezhetdk talalmany oltalmi kdrének szikitése-
ként.

1. példa



29 See 5, tttaas, e

A taldlmany szerinti eszkoz egy példajat készitettik el egy
2,5 cm hosszu szilikoncsovet hasznélva, melynek belsSé atmérdje
0,15 cm és kiilsé atméréje 0,2 cm, mely hidroxilezett polivinil-
acetat szivacs 2,5 cm hosszu darabjaval van tdltve. Az eszkozt
sterilizacié céljabol foszfattal pufferolt sdoldatot tartalmazéd
tartalyba meritettiik és autoklavoztuk. N&stény BALB/c egereket
(6-8 hetesek) Avertinnel elaltattunk. Az eszkdézt egy 0,5 cm
hosszu hati koézépvonal bemetszésen keresztil illesztettik be az
1. napon. Néhany &llatba 50 pl, 1 mg/ml influenza antigént
(FLUSHIELD® influenza virus vakcina, trivalens A & B tipusok;
Henry Schein®-t81 vasarolva, Melville NY) vittink be az eszkdzbe
a Dbeliltetés utani 2. napon ugy, hogy egy hipodermalis tGt bér
ald illesztettiink az eszkdz kdzelében, majd a tdt kitapogatva az
eszkdz egyik végébe vezettik.

Egy hipodermalis tdt haszndlva ot allatbél folyadékot sziv-
tunk ki a beililtetett eszkozbdl a 2., 4., 7. és 9. napon a bell-
tetés utan, majd a folyadékban 1évé sejteket Osszegyldjtottik,
mostuk és szamoltuk. Ahogy azt az 1. abran bemutatjuk, az anti-
gén nélkiili eszkozdkkel beililtetett allatokban a sejtpopulacid a
4. napon kezd el ndévekedni, és a 7. napon csucsosodik. A 9. nap-
ra az eszkdzben 1évé sejtek szamanak csodkkenése azt Jelzi, hogy
az eszkdzbe vandorld sejtek az eszkozbdl a perifériara vandorol-
tak. Amikor influenza antigént adtunk az eszkdozbe a beililtetés
utani 2. napon, az eszkdzben jelenlévd sejtek szama a beliltetés
utani 4. napon tobbszdr nagyobb volt (225 000 sejt), mint az an-
tigén nélkili eszkdzben (60 000 sejt). Tehat az antigén jelenlé-
te az eszkdzben fokozta az eszkdzben a sejtek felhalmozddasat

és/vagy kivaltotta az eszkozben 1évé sejtek proliferacidjat.
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2. példa

Ebben a kisérletben a hozzdadott antigén nélkili eszkdzOkben
jelenlévé sejtek szamat és fenotipusat hataroztuk meg BALB/c
egereket alkalmazva. Egy 1. peélda szerinti eszkdz beliltetése
utén a sejteket mind az 6t allatbdl az eszk6zbdl kiszivtuk, Osz-
szegydjtottik, mostuk, és tobb csébe szétosztottuk. Fluoreszcein
izotiocianattal vagy fikoeritrinnel jelolt, a kovetkezd
markerekre specifikus monoklondlis antitesteket adtunk hozza:
cDhl4, CD45/B220, CD1llb, CD40, CDhllc, CD80, CD86, CD62P, CD62E,
CD3 és I-Ad, és miutan 30—45 percen &t 4°C-on inkubdltuk, a sej-
teket mostuk, és Aaramlasos citometridval meghataroztuk a fluo-
reszcencia mértani kozepét. Az Osszehasonlitashoz kezeletlen,
szingénikus egerek periférids vér limfocitainak fluoreszcencia-
ja4t hataroztuk meg a specifikus antitestek ugyanolyan csoportjéat
alkalmazva, és mindegyik antitestnél az eredményt az eszkdzbdl
szarmazé sejtek fluoreszcenciajanak szazalékos névekedésében ab-
razoltuk a periférids vér limfocitakhoz képest.

A 2. abra az eszkdzbdl a beliltetés utan négy nappal kivont
sejtek fenotipusat mutatja De. A T-sejtek (CD3, CD40),
makrofagok (CD143, CDllb, II. osztalyu MHC, CD80), dendritikus
sejtek (CD40, CDllc, II. osztalyu MHC, CD80) és B-sejtek (II.
osztalyd MHC, CD45/B20, CDllb) nagy striségben térténd vandorla-
sa és felhalmozddasa volt lathatd az eszkdzben.

3. példa

Az 1. példaban leirt eszkdzben 1lévé sejtpopulacidban az idd
multaval bekdvetkezett valtozasokat értékeltik ki a sejteket a
beliltetés utani 3., 7., 10. napon 0Osszegyljtve. Az elsé kisér-

letben nem volt antigén az eszkozben. Mindegyik iddépontban 6t
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egérbe beililtetett eszkozbdl sejteket szivtunk ki, Osszegydjtot-
tik, és a CD3, CD8, CD80, CD44, CDllc, CD45R/B220-t és CD14 mar-
kert hordozé sejtek silirGségét meghatdroztuk a 2. példaban leirt
eljarast kovetve, az értékeket a kezeletlen egér periférids vér
limfocitak szazalékos novekedésében fejeztiik ki.

A 3. abra mutatja a szamba vett sejt fenotipusokat a beillte-
tés utani 3., 7. és 10. napon. Mindegyik markernél nyilvanvald
volt a sejttipusok feldusulésa az eszkdzben a 3 és 7. napon, €s
a 10. napra a populdcidé kivandorolt az eszkdzbdl.

4. példa |

Egy masodik kisérletben, melyet pontosan Ggy allitottunk fel,
mint az eldbb, influenza antigént tettink az eszkdzbe a belilte-
tés utani 2. napon. Ahogy a 4. &bran bemutatjuk, a T-sejtek és
az antigénprezentald sejtek (CD3, CD80 vagy CD14) slriségét to-
vabb novelte az antigén jelenléte az eszkdzben, tovabba ezeknek
a sejttipusoknak a fennmaradasét eredményezte a 10. napon. Az
antigén hozzaadésa lehetséges, hogy késleltette az immunsejtek
elinduléasat az eszkozbdl.

5. példa

Az influenza antigént tartalmazé eszkoz belltetésének tavo-
labbi hatasat értékeltiik ki az implantalt allatok lépjeiben 1lévd
CD4 és CD8 T-sejtek expresszidjdban bekovetkezett valtozast mér-
ve. A fentebb leirt eljarast kovettik, és a T-sejt fenotipusokat
a 2. példa eljarasaval hataroztuk meg. Az eszk&zOket 0, 5, 10
vagy 50 pg influenza vakcindval lattuk el 2 nappal a beliltetés
utan, és a lépeket 10 nappal az immunizaléas utén (12 nappal a
beliltetés) gyljtottiik 6ssze. A lépsejteket lveglemezek durva ol-

dalai kozott ovatosan szétoszlatva izoldéltuk. A sejteket PBS-sel
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mostuk, és a vords vérsejteket Red Cell Lysis Buffer-ben (Sigma)
5 percig inkubalva kimeritettitk. A CD4 és CD8 fluoreszcenciat
adramlasos citometridval hataroztuk meg a fent leirt médon. Kont-
rollként egy hagyoményos, szokdsos immunizacidés eljarast kovet-
tiink, melyben az egereket ugyanolyan mennyiségd antigénnel immu-
nizaltunk a mancsukban, R-700 Ribi adjuvéanssal, mely egy
monofoszforil-lipid A-t és szintetikus trehaléz-dikrinomikolatot
(MPLA + TDM) tartalmazé emulzid, és az Ibi ImmunoChem Research,
Inc. gyartja. A kontroll egerektdl szintén vért vettink az immu-
nizalas utan 10 nappal.

Ahogy azt az 5. abran bemutatjuk, az eszkdzzel implantalt
egerek lépeibdl szarmazé T-sejtek a CD4 és CD8 molekulak
megndvekedett slriiségét mutatjadk az eszkdz influenza antigénnel
vald feltoltését kovetden. A hagyomanyos mdédon, 50 pg antigénnel
és adjuvéanssal immunizalt &lltok 1lépjeiben a citotoxikus T-
sejtek mennyisége azonos a taldlmany szerinti eszk&zben lévé 10
ug antigén &ltal indukdlt T-sejt mennyiseéggel. Tovabba az anti-
gén nélkili eszkdz szintén egy CD8 sejtszadm novekedést mutat a
lépben az eszkdz altal indukalt steril gyulladas eredményeként.
Figyelemremélté, hogy az 50 ng antigénnel ellatott talalmany
szerinti eszkozzel implantalt adllatokban a CD8 sejtek
expressziéjanak veszteségét mutattuk ki. Ennek egyik magyaraza-
ta, hogy az antigén nagy dézisdnak beadasa az eszkdzbe az anti-
gén-specifikus sejtek apoptdzisat okozza. A rendkivil erds
stimulus alkalmazadsa ingerlési hatast véalthatott ki, és ennek
végeredménye volt a teljes CD4+CD8+ T-sejtek eliminacidja a ke-

zelt egerek lépeibdl. Ez felhasznalhaté az immunvalasz negativ
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iranya szabalyozasara azokban az esetekben, melyekben az immun-
valasz karos, példaul a transzplantatum kilokddésnél.

A taladlmany szerinti eszkozt alkalmazva az imunizacid
megnovekedett hatékonysaganak magyarazata ugy foglalhatd &ssze,
hogy az antigén mennyisége, mely aktualisan eléri a nyirokcsomédt
egy allatban az antigénnek egy periférias helyre torténé injek-
talasat kovetden, tdbb nagysdgrenddel kevesebb, mint amit az im-
munizaciékor beadunk. Tehat az immunizacid optimalis ddzisa a
taladlmany szerinti eszkoézt alkalmazva egy pozitiv immunvalasz
kivaltasahoz varhatdan lényegesen kisebb (azaz tébb nagysagrend-
del kisebb), mint a hagyomanyos immunizélasban alkalmazott doé-
zis.

6. példa

A taldlmény szerinti eszkdzzel biztositott influenza antigén-
re adott immunvalaszok erdsségét markerként 1lép T-sejtek gamma-
interferon szekréciéjat alkalmazva értékeltik ki. A gamma-
interferon szekrécié a Thl-tupusu és CD8 citotoxikus T-sejt va-
tasz egyik alapvetd sajatossaga, melyrol tudjuk, hogy az
intracellularis patogének és a rak elleni védekezési eszkdz. A
fentebb leirt eszkozdoket egerekbe ultettiik, és 5 pg influenza
vakcinaval lattuk el a beliltetés uténi 3. napon. A kontroll cso-
portot a mancsban 50 pg antigénnel és Ribi adjuvéanssal immuni-
z4ltuk. Az immunizalas utan tiz nappal a lépsejteket uUgy izolal-
tuk, mint az eldézé példéaban, szélesztettiik, és a gamma-
interferon termelést egy ELISA kitet (Endogen) alkalmazva mértik
1,4-180 npg/ml tartomanyba esd antigén mennyiséggel torténd sti-

muldlés utan.
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A 6. abra azt mutatja, hogy az allatok immunizalasa a talal-
many szerinti eszkdzben a 5 pg antigénnel a T-sejt aktivacidé ha-
sonld mértékét hozza létre, mint egy 50 pg-os immunizalas
adjuvanssal, a mancsba. Tehdt erdés immunvalasz érhetdé el
adjuvans alkalmazadsa nélkil a taldlminy szerinti eszkdzt és je-
lentésen kisebb mennyiségl antigént felhasznalva.

A gamma interferon szekrécidt kiértékeltik ugyanazon allatok
térdhajlati nyirokcsoméibdl szarmazd T-sejtekbdl, miutan az izo-
141t T-sejteket hasonlé tartomanyba esé antigén-koncentracidknak
tettiik ki. Ahogy a 7. &bradn bemutatjuk, az antigénnel eés
adjuvanssal mancsban immunizdlt &allatokbdl szarmazd T-sejtek
gamma-interferon szekrécidéja nem volt olyan erételjes, mint amit
a talalmany szerinti eszkdz alkalmazdsdval immunizalt allatokbdl
szarmazbé 1lép T-sejtek hoztak létre (Osszehasonlitva a 6. abra-
val). Mivel a térdhajlati nyirokcsomdék azok, melyek feleldsek a
mancs teriiletének elvezetéséért, és igy varhatdan az antigén je-
lenléte aktivalja azokat, ez az eredmény még Jjobban bemutatja
azt a hatékonysagot, mellyel a taldlmany szerinti eszkdéz alkal-
mazhaté egy erdteljes immunvélasz kivaltasara aneélkil, hogy
adjuvadnsra szikség lenne. Egy tovabbi értékelésben, az eszkdzben
(melyet a 3. napon lattunk el antigénnel) fennmaraddé sejt popu-
laciét  vizsgaltuk meg a belltetés utédn 10 nappal a gamma-
interferon szekréciéra az antigén kitevésre adott valaszban. A
8. abra azt mutatja be, hogy nagyon kis mennyiségl gamma-
imterferon szekretalddik az influenza antigénnel végzett in
vitro immunprébara adott valaszban Osszehasonlitva a lépsejtek-
nél feljegyzett valasz mértékével. Ez az eredmény arra utal,

hogy az eszkdzén beliili immunizadlassal aktivalt effektor sejtek
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kivdndoroltak a helyrdl. A 10. napra (amikor az eszkdzbdl a ki-
szivott folyadékot vettiik) az effektor populacié nagy része ki-
meriilt. Az 1. és 3. abra mutatja a B és T fenotipusu sejtek el-
tlinését az eszkdzbdl a 9. és 10. napra, 1igazolva a periférias
szervekbe térténd kilépésiik lehetdségét.

7. példa

Egy tovadbbi kisérletben, mely specifikusan a talalmany sze-
rinti eszkozzel indukalt antigénre adott immunvalasz erd&sséget
vizsgalja a beiiltetést és az antigénnel vald feltoltést kovets-
en, egy lépsejt proliferacids assayt hajtottunk végre. Ugyanazt
a protokollt kovettik, mint amit az eldzd példakban leirtunk. Az
antigén ebben a kisérletben az ovalbumin volt; az eszk&zoket ki-
16nb6z6 mennyiségd, 10 pg-50 pg tartomanyba esd ovalbuminnal
lattuk el; a kontroll allatokat mancsba adott injekcidval immu-
nizaltuk ugyanolyan mennyiségl antigénnel és Ribi adjuvanssal.

A beiiltetés utan tiz nappal az egereket fajdalommentesen meg-
5ltik, és a lépeket kivettiik. Egy proliferaciés assayt allitot-
tunk ©ssze 96 mérdhelyes lemezeken. Mérdéhelyenkent kétszazezer
lépsejtet tettink ki 180 pg/ml antigénnek 72 oran at 37°C-on,
kontrollként ugyanilyen dézisu Epstein-Barr virus antigént hasz-
naltunk. Az antigénnek vagy a kontrollnak valé kitevés utan, a
sejteket 6 oéran at *H-timidin impulzusokkal kezeltiik, a Jjel Dbe-
épiilését mértiik, és stimulacidés indexként fejeztik ki. A 9. abra
azt mutatja, hogy az egerek immunizalasa az ovalbumint tartalma-
z6 eszkozzel egy erdteljes antigén-specifikus lépsejt
proliferativ valaszt eredményez. Valaszt mutattunk ki az antigén
pikogrammnyi mennyiségével immunizalt allatokban. A hagyomanyos

médon adjuvanssal immunizalt &llatokbdél szarmazd lépsejtek csak
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5-7 nagysagrenddel nagyobb antigén-koncentraciénal hoztak létre
proliferativ vélaszt. A kontrollra (Epstein-Barr virus) adott
jelentéktelen stimulus szintek azt jelzik, hogy az ovalbuminnal
szemben kivaltott immunvalasz nagyon specifikus.

Egy tovabbi kisérletben antigénként ovalbumint alkalmazva
egereket immunizaltunk a taldlmany szerinti eszkoézt alkalmazva
vagy mancson keresztil, 50 pg, 50 ng vagy 50 pg ovalbuminnal az
eszk®dzben onmagaban, az eszkdzben BCG adjuvanssal, vagy mancson
4t Ribi adjuvanssal. Az ezekben a kisérleteken alkalmazott
TheraCys (R) BCG (Bacille Calmette Guerin) adjuvans a
Mycobacterium bovis egy legyengitett tdrzsének fagyasztva szari-
tott szuszpenzidja, melyet a Connaugh Laboratories Limited ké-
szitett a hugyhoélyag karcindéma in situ kezelésére. Tiz nappal az
immunizalas utdn a lépsejteket Osszegyljtottik, és kilonbozd
koncentraciéju antigénnek (1,4-180 ung/ml) vagy a kontroll
Epstein-Barr virus antigén hasonlé mennyiségének tettik ki 1in
vitro. 72 6ras inkubdlas utan a sejteket *H-timidin impulzusokkal
kezeltik 6 oéran at, és a jel beépuleését stimulacids indexként
fejezziik ki, és a T-sejt stimulacié és proliferacié mérésére
hasznaljuk.

A 10. abra azt mutatja, hogy erdteljes antigén-specifikus T-
sejt valasz érhetd el az antigén kis dézisaival a talalmany sze-
rinti eszkdzt alkalmazva. Jelentéktelen stimulacids szinteket
mutattunk ki, miutdn a lépsejteket a kontroll antigénnek tettik
ki, mely tovabbra is azt Jjelzi, hogy a valasz fajlagos az
immunogénre.

8. példa
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A HIV gpl20 peptid (315-322. maradék, RIQRGPGRAFVTIGK) anti-
gén elleni antigénspecifikus antigén-vélaszt mértiink, miutan na-
gyon kis dézisokat toltottink a talalmany szerintli eszkozbe.
BALB/c egerereket immunizaltunk az eszkdzzel vagy mancsban Ribi
adjuvanssal, kilénbozé dézisu HIV peptidekkel. 10 nappal az im-
munizalas utan vért gyljtottink, és a peptiddel szembeni anti-
test titert meghatdroztuk. Négy nappal késébb az allatokat a
kezdeti immunogén 10%-aval emlékeztetdként ujra beoltottuk, eés
egy masodik vérvételt végeztink 10 nappal az antitest titer meg-
hatarozasa utan. ELISA-t alkalmaztunk az antigénspecifikus IgG2a
alosztalyd antitestek mérésére, és ezt egy rutin eljaras szerint
hajtottuk végre. Roviden, mikrotitrald lemezeket foszfattal
pufferolt séoldatban 1évé antigénnel (1 g/ml) fedtink 16 o6ran at
4°C-on. A lemezeket mostuk (50 mM Tris + 0,2% Twen20 PBS-ben, pH
7-7,5), és blokkold pufferral (5% BSA oldat + 0,1% Tween-20 PBS-
ben, pH 7,2-7,4) 4°C-on 16 o6ran at blokkoltuk. A lemezeket mos-
tuk, és 100 pl szérummintdt adtunk a mérdhelyekre 1:50 -es
higitassal kezdve, és haromszor tovabb higitva. A mintakat két
példanyban teszteltik. Egy o6ras szobahdémérsékleten végzett
inkubalast kovetden a lemezeket a fenti médon mostuk, és
biotinilezett anti-egér IgG2a antitest oldatot (1 pg/ml) adtunk
a lyukakba. Egy éras inkubdlas és erdteljes, fenti médon végre-
hajtott mosas utan 1:4000 aranyban blokkold pufferben oldott
sztreptavidinnel konjugalt torma peroxidazt adtunk a lyukakba.
Harminc percig szobahdémérsékleten inkubaltuk, majd a
szubsztratot (100 pl/lyuk tetrametil-benzidin) hozzaadtuk. A le-

mezeket 30 percig inkubaltuk. 100 pl/lyuk 2N HySO4-gyel allitot-
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tuk le a reakcidét. A lemezeket ELISA lemezleolvasdét alkalmazva
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450 nm-en olvastuk le.

A 11. A&bra mutatja be a specifikus anti-HIV gpl20 peptid
IgG2a mennyiségeit, és azt jelzi, hogy egyetlen, talalmény sze-
rinti eszkdzzel végzett immunizacid egy erds antigénspecifikus
antitestet (IgG2a) valt ki, mig egy hagyomanyos protokollt kove-
t8 egyszeri mancsimmunizacié nem valtott ki valaszt. Egy mésodik
immunizalast kovetden (emlékeztetd oltds) a mancsba, antitestva-
lasz alakult ki a hagyomédnyosan immunizalt &llatokban, viszont
azokban az &allatokban, amelyeket eld&szdr a talalmany szérinti
eszkdzt alkalmazva immunizaltunk, majd emlékeztetd immunizalast
hajtottunk  végre (az eredetileg beadott dézis 10%-~aval)
megnévekedett IgG2a szinteket, és az alacsonyabb antigén mennyi-
ségeknél is szignifikadnsan er&teljesebb valaszt mutattunk ki
(12. abra).

9. példa

A kiiloénbozd adjuvansoknak a taldlmany szerinti eszkdzzel tor-
ténd immunizacidéval kivaltott immunvadlaszra gyakorolt hatasat
értékeltik ki a hagyomdnyos mancs immunizacidéval O&sszehasonlit-
va. BALB/c egereket immunizaltunk az eszk&zzel vagy mancson ke-
resztil, HIV gpl20 peptiddel (az elézé példabdl) kilonbszd dézi-
sokban dnmagaban vagy Ribi vagy BCG adjuvéanssal, a fentebb leirt
modon. Az eszkdzt az immunogénnel harom nappal a beiiltetés utan
lattuk el, és az antitest titereket 10 nappal az immunizalas
utadn hatdroztuk meg. A gpl20 peptid antigén specifikus IgG2a
ELISA-jat hajtottuk végre az elézé példaban leirt mdédon. A Ribi
vagy BCG adjuvansokkal végzett hagyoményos immunizalas a peptid-

specifikus IgG2a alacsony szintjét hozta létre (13. abra). Ezzel
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szemben adjuvans nélkil, a taldlmany szerinti eszkdzt alkalmazd
immunizalassal (50 ng peptid) a peptid-specifikus IgG2a jelenté-
sen magasabb szintje jott létre. A peptid barmelyik adjuvanssal
egylitt (Ribi vagy BCG) gyenge valaszt hozott létre. Ezek az ada-
tok arra utalnak, hogy egy adjuvans hozzdaddsa egy mar erds an-
tigén stimulushoz az immunvalasz elnyomasat eredményezi. Lehet-
séges, hogy az adjuvans és antigén additiv hatasanak vagy
szinergizmusanak bizonyitdsdhoz az immunizacidés eljarasokat az
antigén alacsonyabb tartomanydban (kevesebb, mint femtogramnyi
dézis) wvalamint az adjuvansok kisebb koncentracidinal kellene
tesztelni.

Hasonlé eredményeket kaptunk, amikor egy Herpes simplex virus
B glikoproteinjének 15-mer peptidjét (497-507: TSSIEFARLQF)
teszteltik.

10. példa

A taldlmany szerinti eszkozben 1évé antigén altal indukalt
humoralis immunvalasz erd&sségének tovabbi tesztelésére BALB/c
egerekbe iiltettiik be az eszkézéket, melyeket harom nappal kés&bb
kiloénbozd dbézisd citokrém C-vel lattunk el. Kontrollként, ugyan-
ennek az antigénnel kiilénbsz6 dobdzisait Ribi adjuvanssal egyltt
mancson keresztiil adtuk be. Tiz nappal a beliltetés utan vagy tiz
nappal a mancsimmunizalas utén az &llatoktdl vért vettlnk, és
ELISA-t hajtottunk végre a szérumon olyan IgG2a-ra, mely speci-
fikusan felismeri az antigént. Az eljaras hasonldé volt ahhoz,
melyet az elé6z8 eljaradsban kovettiink, kivéve, hogy az ELISA-t a
szérum sorozatos, 1:50-té1 1:16400-ig terjedd higitasain hajtot-

tuk végre.
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A 14. &bra azt mutatja, hogy a talalmany szerinti eszkdzben
alkalmazott antigén nagyon kis dbézisaival az antigénnel szemben
nagyon erdés specifikus humordlis immunvalaszt értink el. 50
femtogramm eszk&zben 1évé antigénnel hasonld antitestvalaszt
érink el, mint ami a hagyomanyos mancsimmunizacidéval adjuvanssal

5 ng antigént alkalmazva elérhetd, ez egy négy nagysagrendes no-

vekedés.
11. gélda

A humoralis valasz kialakulasat tovabb értékeltiik antigénként
a hemagglutinin fehérjét alkalmazva, melyet influenza A virusbél
hasitottuk és tisztitottuk (tdrdtt hemagglutinin antigén vagy
BHA) .BALB/c egereket immunizaltunk a taldlmany szerinti eszkdzt
hasznalva 0,1 pg és 10 ng doézisokkal, melyekkel 3 nappal a beidl-
tetés utan toltdttiik meg az eszkdzt. A kontroll egereket hasonld
mennyiségli antigénnel szubkutén immunizaltuk a farok tovében,
Ribi adjuvanssal. Az egerektdl a 7., 14., 21. és 28. napon az
immunizalas utan vért vettiink, és egy ELISA-t hajtottunk végre a
szérumon az antigén specifikus o6ssz. IgG atitestre.

Ahogy a 15. &bran bemutatjuk, erds humoralis immunvalaszt
kaptunk 0,1 pg antigénnel, a HA-specifikus antitestek nagy kon-
centracidéit elérve 2 héttel az immunizacidé utan. A hagyomanyos
eljaras és adjuvans alkalmazasaval immunizalt egerek az antigén-
specifikus humordlis valasz alacsony szintjét fejezték ki a ma-
sodik héten, mely az immunizalas utdn 3 és 4 héttel
megndvekedett. Az eszkozzel immunizalt egerek szérumaban a BHA-
specifikus antitest mennyisége 75-80%-kal magasabb volt, mint a
hagyomanyos eljarast kovetve, az antigén nagyobb dézisaival,

adjuvans Jjelenlétében elért szint. Ebben a kisérletben az esz-
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kdzben 1évd kis doéozisu immunogén egy nagyobb humoralis valaszt

hozott létre, mint ami eqgy nagyobb dbzissal elérhetdé. Mint a ko-
rabbi kisérletekben lattuk, az 5 pg-ndl nagyobb dbézisok az im-
munvalasz szuppresszidéjat okozhatjak, mely valdszinlleg az
apoptézis kivaltasénak kdszonhetd, egy tuilzott stimulacidra
adott valaszként.

12. példa

A taldlmany szerinti eszkdz szivacsos matrixa kéril biztosi-
tott perforalt, de egyébként nem ateresztd és bioldégiailag sem-
leges fed&réteg vagy tartaly fontossagat értékeltik ki ugy, hogy
az egereket influenza antigénnel immunizaltuk vagy az ép, fen-
tebb leirt eszkdzzel, vagy csak onmagdban a szivacsos matrixban,
melyet a perforalt csé mellé dltettlink be. Az antigénddézisoknak
egy adott tartomanyat (0, 50 pg, 500 pg, 5 pg és 50 ng) erctékel-
tiik ki, és ezeket az eszkdzdkbe, vagy csak a szivacsokba wvittuk
be, harom nappal a belltetés utén. Kontrollként az antigének
ugyanilyen mennyiségeivel immunizaltuk az egereket mancsban,
Ribi adjuvéanssal egylitt. A Dbelltetés vagy a mancsimmunizalas
utdn tiz nappal a lépeket Osszegyldjtottik az allatokbdl, és eqgy
T-sejt proliferacids assayt hajtottunk végre a fent leirt médon,
0,1-180 pg/ml tartomdnyba esd antigén mennyiséggel. A specifitéas
kontrolljaként Epstein-Barr virust alkalmaztunk in vitro. A ’y-
timidin beépllést stimulaciés indexként fejeztik ki, mely a T-
sejt stimulacioét és proliferacidt mutatja.

Ahogy a 16. &bran bemutatjuk, az ép eszkdzzel immunizalt al-
latok altal kifejezett T-sejt aktivacié jelentésen erdsebb va-

laszt mutat, mint amikor az antigén nem a perforalt, de egyéb-
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ként nem ateresztd tartdlyban 1év8 szivacsokban van jelen. A nem
rokon antigénre adott valasz (18. &bra) minimalis volt.

13. példa

A talalmany szerinti eszkdz szivacsos matrixa kordl biztosi-
tott perforalt, de egyébként nem ateresztl és bioldégiailag sem-
leges fedéréteg vagy tartaly fontossagat egy diffuzids teszt
végrehajtasaval értékeltiik ki. Kétszaz pg marha szérum albumint
(BSA) injektaltunk az eszkdzbe vagy a szivacsba. Az eszkozt és a
szivacsot 1,5 ml PBS-t tartalmazé kémcsévekbe helyeztik. A min-
takat kiilénbszd iddpontokban vettiik, és a BSA koncentraciét mer-
tik.

Ahogy a 18. a&bran bemutatjuk, a szivacs a teljes tartalmat
kibocsatotta 5 perces inkubacién beldl. A talalmany szerinti
eszkdz szabalyozta az antigén kibocsatasat, és az antigén tobb
mint 65%-a4t tobb mint 960 percig megtartotta. Egy diffuzids gat
fenntartasat az antigén, citokinek, kemokinek és mas kostimulald
molekuldk nagy mennyiségeinek érintkezésben tartasara az immun-
sejtekkel eszkodzén belul, az egyik olyan fontos mechanizmusnak
tekintjuk, mely az eszkozt jelentdsen jobba teszi a hagyomanyos
immunizaciés eljarasokhoz képest egy erételjes immunvalasz ki-
valtéaséaban.

Tehat a fentebb bemutatott példak bebizonyitjak a talalmany
szerinti eszkdznek azt a képességét, hogy a kilénbdzé antigének-
kel szemben egy nagyobb T-sejt és humoralis valaszt stimulal
5sszehasonlitva a hagyomadnyos mancsimmunizalassal és Osszehason-
litva egy beliltetett szivacsos matrixba egyszerlen betoltdott an-
tigénnel.

14. példa
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A hozzaadott antigén nélkiili talalmény szerinti eszkdzben lé-
vé sejtek fenotipusait hatéaroztuk még a beililtetés utan. A bell-
tetés utani negyedik napon a talalmany szerinti eszkozbdl kivont
sejteket bsszegyljtottik, mostuk, és fluoreszcein izotio-
cianadttal vagy fikoeritrinnel jelslt monoklondlis antitestekkel
megfestettiik, melyek a kovetkezd markerekre voltak specifikusak:
cDl14, CD45/B220, CDllb, CD40, CDllc, CD80, CD86, CD3 és I-Ad
(PharMingen, CA). A fluoreszcencia mértani ko&zepét Aaramlasos
citometriaval hataroztuk meg. Az &sszehasonlitéshoz kezeletlen,
szingénikus egerekbdl szarmazé periférias vér limfocitdk (PBL)
fluoreszcenciajat hataroztuk meg a specifikus antitesteknek
ugyanazt a készletét hasznalva, és az eredményeket mindegyik an-
titestnél a fluoreszcencia intenzitas &tlagaként (MFI) fejeztlk
ki.

A 19. abra bemutatja a beillesztés utén négy nappal az esz-
k6zb&l kivont sejtek fenotipusat. A T-sejtek (CD3, (CD40),
makrofagok (CD14, CDllb, II. osztalya MHC, CD80), dendritikus
sejtek (CD40, CDllc, II. osztalya MHC, CD80), és a B-sejtek (II.
osztalya MHC, CD45/B220, CDllb) vandorldsa és nagy slrlségid fel-
halmozédasa nyilvanvalé volt az eszkdzben. Tehat az immmunvalasz
kialakulasdban fontos immunsejtek megtaldlhatdék az eszkdzben. A
kostimulald (CD80 & CD86) és adhézids (CD44) molekuldk
expressziéja szignifikdnsan megemelkedett a talalmany szerinti
eszkozbdl kivont immunsejtekben, dsszehasonlitva a PBL-1lel
(adatokat nem ko&zlink). Erdekes médon, a taldlmany szerinti esz-
k6z metszeteinek elektronmikroszkdpos elemzése nagy szamu
lizoszoémaval rendelkezd makrofdgok jelenlétét tarta fel, mely a

sejtaktivacidé fokozott allapotara utal.
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15. példa

A beiiltetés utan a taldlmadny szerinti eszkdzben antigén nél-
kiil talalhaté citokinek koncentracidéjat hasonlitottuk Ossze a
természetes egér szérumban 1évé citokinek koncentracidjaval.
Ahogy a 20. abran bemutatjuk, az eszkdz az IL-2, IL-4 és TNF-a
stimulator citokineket nagyobb mennyiségben tartalmazta, és hoz-
zavet8leg a TGF-B inhibitor citokin koncentracidjanak egyhetedét
tartalmazta (adatokat nem mutatunk be). Tehat a talalmany sze-
rinti eszkdz egy erdsen feltdltddott kornyezet, mely fel van ké-
sziilve az immunvalasz kitorésére, amikor azt egy antigénnel
“begyujtjak”.

16. példa

Ugy gondoljuk, hogy a citotoxikus T limfocita (CTL) valaszok
kritikusak az influenza virussal szembeni immunitas kialakulasa-
pan. Annak a kiértékelésére, hogy a taldlmany szerinti eszkoz
képes-e antigénspecifikus CTL-eket kivaltani, egereket immuni-
zaltunk 500 pg influenza virus vakcindval a talélmany szerinti
eszkdzben. Kontrollként egereket immunizdltunk szubkutan 500 pg
vakcinaval és Ribi adjuvanssal. Limfocitdkat nyertink ki az im-
munizalt allatokbdl, és azok specifitdsat az influenza virusra
az influenzavirussal fertézott célsejtek 1lizisével hataroztuk
meq.

A CTL-eket a kovetkezdképpen allitottuk eld: Az egereket faj-
dalommentesen megdltuk, és a lépeket kivettik. Egyszeri
sejtszuszpenzidét készitettiink, és a sejteket PBS-sel mostuk. A
véros vérsejteket Red Cell Lysis Buffer-t (Sigma) alkalmazva ki-
meritettik. A lépsejteket (5x 106) in vitro egyiitt tenyésztettik

5 x 10° virussal (100 HAU/10’ sejt/ml 60 percig 37°C-on) ferté-
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26tt és besugarzott (3000 Rad) szingénikus lépsejttel, és 5 na-

pon at 37°C-on 5% COz-ben inkubaltuk. PR8-cal fertdézoétt (500
HAU/10° seijt) PLl.HTR sejteket és nem fertdzdtt P1.HTR sejteket
alkalmaztunk a citotoxicitas célsejtjeiként. A sejteket 100 mCi
NaZMCrO4—gyel jelsltik 90 percen at, majd haromszor mostuk. 100
ml RPMI 1640-ben és 5% FCS tapkozegben 1lévé célsejteket (10%/ml)
adtunk az effektor sejtekhez kilénbdz8 koncentracidkban 100:1
aranyban (E:T) kezdve, és kétszer 96 mérShelyes kerek aljua
mikrotitraldé lemezeken titraltuk. Egy 5 o6ras inkubdlas utan a
feliluszbt &sszegytjtottik, az eredményeket a specifikus >lor ki-
bocsatas szazalékaként fejeztik ki a kovetkezd képlet szerint:
[ (kisérleti kibocsatéas) - (spontéan kibocsatéas) ] X 100 /
[ (maximdlis kibocsatas)-(spontan kibocsatas)].

Ahogy a 21. A&bran bemutatjuk, a talalmény szerinti eszkozt
alkalmazva az immunizalds 500 pg influenza virus vakcinaval erdé-
teljes influenza specifikus CTL-eket valt ki, melyeknél szigni-
fikansan jobb az influenzaval fertdzott célsejtek lizise Ossze-
hasonlitva a hagyomanyos Ribi adjuvanssal végzett szubkutan im-
munizaciora adott valaszban képzddott CTL-lel. A létrejott CTL
nem pusztitotta el a nem fertézdtt célsejteket in vitro, mely a
kivaltott valasz specifitéasat jelzi. A taldlmany szerinti esz-
kézben a nagyobb antigén dbézisokkal nem lattunk stimuléaciét.

17. példa

Annak meghatdrozéasara, hogy a taldlmény szerinti eszkézzel
végzett immunizdlds szintén médositja-e a humordlis immunva-
laszt, egereket immunizaltunk influenza virus vakcina tobb ki-
16nbdzé dobdzisaval, a taldlmany szerinti eszkdzben beadva vagy

Ribi adjuvanssal szubkutan injektalva. Az influenza-specifikus
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IgM, IgGl és IgG2 antitestek nagy mennyiségeit mutattuk ki az
egerek szérumidban a talalmany szerinti eszkdzzel, a vakcina kis
dbézisaival végzett immunizdlast kovetden, Osszehasonlitva a
Ribivel egyilitt beadott szubkutan immunizacidval. (Adatokat nem
mutatunk). A virusspecifikus IgG antitestek vizsgalata erdsebb
kétést tart fel, melyet a szérumhigitasok fokozatos ndvelése
mellett feljegyzett abszorbancidval mértik. (22. abra). Hasonld
eredményeket figyeltink meg az IgG2a antitesteknél.

18. példa

A taladlmany szerinti eszkozt alkalmazd immunizalassal keltett
szérum antitesteket, a hagyomanyos eljarassal adjuvanssal kel-
tett antitestekkel osszehasonlitva, KSCN (k&lium-tiocianat) fo-
kozatosan névekvé molaritasu gradiensének tettik ki, melyet az
antigénspecifikus antitestek elualasara alkalmazunk az antigén-
nel fedett mikrotitraldé lemezekhez kotott komplexekbdl, hogy
meghatarozzuk az antitestek relativ affinitasat az influenza an-
tigénhez. Egy szokdsos mikrotitrald lemez alapu ELISA formatumot
alkalmaztunk, ahogy feéntebb leirtuk. Mieldtt hozzaadtuk a
biotinilezett anti-egér IgG-t, a lemezeket mostuk, és a KSCN kii-
16nbdz8 koncentracidéit adtuk a lyukakba. A lemezeket szobahdmér-
sékleten inkubaltuk 30 percen at. Mosads utén biotinilezett anti-
egér IgGl antitest oldatot (0,5 pg/ml) adtuk a lyukakba. A KSCN
névekvé koncentracidi sziikségesek a nagy affinitast antitestek
antigénhez valé kotddésével 1létrejott komplexek széttoréséhez.
Ahogy a 23. &bran bemutatjuk, a kialakult antitestekrél kimutat-
tuk, hogy nagyobb affinitédssal birnak a viralis antigénekkel

szemben. Tehat a vakcina nagyon kicsi ddbézisai elegenddek ahhoz,
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hogy erds humoralis immunvéalaszt indukaljanak, amikor a taldl-

many szerinti eszkoézt alkalmazzuk.

19. példa

A talalmany szerinti eszkodzt alkalmazd immunizalas azon ké-
pességét teszteltik egy egér influenza modellben, hogy megvédi-e
az emldsdket a fertézébetegségekkel szemben. Az influenza virus
vakcina két dézisat (5 pg és 500 pg) alkalmaztuk arra, hogy ege-
reket immunizaljunk vagy a taladlmany szerinti eszkodzzel vagy
szubkutan Ribi adjuvanssal egyltt beadva. Hozzavetdéleg 12 heéttel
a vakcinazas utan az allatokat az influenza virus letalis dézi-
sanak tettiik ki. Ahogy a 24. A&bran bemutatjuk, egy talalmany
szerinti eszkdzzel végzett vakcinazas 5pg és 500 pg dbézisu inf-
luenza vakcinaval is teljes védelmet eredményezett, mig az 500
pg influenza vakcinaval és Ribi adjuvanssal szubkutdn immunizalt
egereknek csak 60% szazaléka maradt életben. Az Osszes allat,
melyet 5 pg dézissal és adjuvanssal immunizaltunk, elpusztult a
betegségben a 14. napra. Figyelemreméltd, hogy bar nem csak a
taldlmany szerinti eszkdzt alkalmazé 1mmunizalas biztositott
teljes védelmet, az az antigén egyszazad mennyiségével és
adjuvans nélkiil volt elérheté. A talalmany szerinti eszkodzzel
immunizalt allatok a virusfertézés utdn is &llanddé tomeglieknek
mutatkoztak, mely egy enyhébb betegség kialakulasat jelzi, ez
6sszhangban &ll1 azzal, hogy viszonylagos ellendlldképesek az
akut fertdzéssel szemben.

20. példa

A taladlmany szerinti eszkdz alkalmazhatdésagat értékeltik ki
specifikus human IgG létrehozasara humdn immunsejtekkel benépe-

sitett, sulyos kombinalt immunhidnyos (SCID) egerekben, melyekbe
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Beige CD17 (6-8 hetes néstény) egereknek infdzidban
(intraperitonedlisan) normal human donorbd6l szarmazdé 20 X 106
PBMC-t adtunk. Harom nappal késébb az egereket intramuszkulari-
san vagy 50 ng influenza virussal el&toltdtt talalmany szerinti
eszkdzt beiiltetve immunizaltuk. Harom héttel az immunizalas utéan
az egerekt8l vért vettiink, és a szérumot influenza-specifikus
humoralis valaszra teszteltiik, hagyomdnyos ELISA-t alkalmazva.
Ahogy a 25. abran bemutatjuk, a vakcinaval tortént immuniz&lés
influenza-specifikus humédn IgG-t eredményezett. Tovabba, ahogy
fokozatosan noévekvd molaritdasa KSCN-t alkalmazva az influenza
antigén elleni szérum antitestek relativ affinitasanak mérésére,
kimutattuk (a 18. példéban leirt médon), a taldlmény szerinti
eszkdz nagyobb titerd human influenza-specifikus antitestet ter-
mel, mint ami a hagyomanyos, intramuszkuléaris immunizalassal el-
érhetd (26. abra). Ezt a médszert human monoklonalis antitestek
termelésére képes human hibridémak létrehozasara is alkalmazhat-
juk.

21. példa

A taladlmany szerinti eszkdzben biztositott nagyobb mennyiséqgi
antigén az immunvalasz szuppresszidéjat okozhatja. Balb/c egerek-
be 5-50 pg influenza vakcinaval toltdtt eszkdzt ultettink be,
vagy mancsban Ribi adjuvanssal kevert antigénnel immunizaltunk.
Az egereket az immunizalas utén 10 nappal fajdalommentesen meg-
5ltik, és a lépsejteket izolaltuk, és 96 méréhelyes lemezekre (2
x 10° sejt/lyuk) tettik. A sejteket influenza antigénnek tettuk
ki 72 6éran at 37°C-on. Az antigénnel vald stimuldlést kovetden a

feliluszokat kivettilk a tenyészetekr6l, és a gamma-interferon
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termelést egy ELISA kitet alkalmazva (Endogen) mértik. Ahogy a
27. abran bemutatjuk, az antigén és a Ribi adjuvans kombinacid-
javal immunizalt egerek egy olyan immunvalaszt adtak, mely az
antigén dézissal kozvetlenil novekedik. Ezzel szemben az eszkdz
belsejében 1évé antigénnel immunizéalt egerek az antigén kis doé-
zisainal az immunvalasz stimuldlésdt mutattak (ahogy, azt az
eléz8 példakban megfigyeltiik), viszont az antigén nagyobb dézi-
sainal az immunvalaszban csokkenés mutatkozott. Tehat a talal-
many szerinti eszkézben 1évé nagy mennyiségi antigén jelenléte
az immunvalaszt negativ iranyba szabadlyozza. Ezt az eljarast
olyan kezelési stratégidkban alkalmazhatjuk, ahol a specifikus
immunszuppresszié a hasznos, példaul transzplantaciéndl, aller-
giadnal, stb.

22. példa

A taldlmdny szerinti eszkdzt arra is alkalmazhatjuk, hogy egy
poliszacharid antigénnel szemben hozzunk létre immunvalaszt.
Pneumococcus vakcinaval toltott eszkdzt alkalmazva (Pneumovax-
23) egyetlen immunizacié specifikus immunvalaszt hoz létre. A
Pneumovax egy polivalens Pneumococcus vakcina, mely erdsen tisz-
titott kapszuldris poliszacharidokat tartalmaz a 23 leggyakoribb
és legfertdz8bb Pneumococcus tipusbdél. Az egereket vagy 5 ng
vagy 40 pg Pneumovax vakcindval immunizaltuk a fent leirt médon
szubkutdn beiiltetett eszkdzben vagy Ribi adjuvanssal Osszekever-
ve, és mancsba injektalva. Az Osszes egértdl vért vettink a 10.
napon, és ELISA-val az 6ssz. IgG (29. adbra), IgGl (30. abra) és
IgG2 (31. &bra) valaszra mértiuk. Ezek az eredmények azt mutat-
jak, hogy a poliszacharid antigénekre immunvalasz érhetd el a

taldlmany szerinti eszkézt alkalmazva.
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23. példa

A taladlmany szerinti eszkdzt arra haszndlhatjuk fel, hogy im-
munvalaszt hozzunk létre egy erdsen konzervaldédott antigénnel
szemben. A ciklofilint valasztottuk ki modell fehérjének ezekhez
a kisérletekhez, mivel a ciklofilinnel szembeni immunvéalasz ki-
alakuldsat nehéz elérni, mert ez a fehérje erdsen konzervalddott
az emlds fajok kozdtt. Egereket immunizaltunk 5 npg, 50 ng vagy
0,5 ng human ciklofilinnel vagy a taldlmany szerinti eszkozbe
tdltve és szubkutan beiiltetve, vagy Ribi adjuvanssal keverve és
szubkutan injektédlva. Az egerektdl vért vettink, és a szérumot
human ciklofilinnel szembeni IgG2a valaszra teszteltik ELISA-
val. Ahogy a 32. abra mutatja, az antigén kétszer kisebb dbzisa-
ival a taldlmany szerinti eszkdzt alkalmazva immunizalt egerek
nagyobb antigénvalaszt mutattak, Osszehasonlitva a szubkutan
ciklofilinnel és Ribi adjuvanssal immunizalt egerekkel. Ez az
eredmény azt igazolja, hogy az eszkdz képes immunvalaszt indu-
kalni olyan erésen konzervalodott antigénekkel szemben, melyek
egyébként nem immunogének. Az antigén nagyobb dbézisaival végzett
immunizacié a taldlmany szerinti eszkdzben nem tudott immunva-
laszt indukalni.

24. példa

A taldlmény szerinti eszkdz arra hasznalhaté fel, hogy immun-
valaszt hozzunk létre teljes, €18 organizmusokkal szemben. Ebben
a példdban az egereket é16 horogféreg larvakkal immunizaltuk egy
szubkutan beiiltetett talalmdny szerinti eszkdzbe 5 larvat téve,
vagy 1000 €16 larvat injektalva szubkutan ket hét kilonbséggel.
Ahogy a 33. &bran bemutatjuk, mindkét eljaras L3-specifikus

6ssz. IgG-t indukalt, melyet ELISA-val mértiink. Eddig a parazita
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organizmusok, ide értve a horogférget és a malariat, nagy meny-

nyiségével lehetett csak immunizélni, besugarzott larvéakat ille-
t8leg sporozoitakat alkalmazva. Ezek a vizsgalatok azt mutatjak,
hogy a taldlmany szerinti eszkézt alkalmazva az immunizalas ki-
sebb szamu organizmussal hajthaté végre.

A taldlmany anélkiil, hogy lényegétdl és alapvetd jellemzditdl
eltérnénk, mas alakban is kivitelezhetd vagy mas médon is végre-
hajthaté. Ennél fogva a leiras minden szempontbdél csak szemlél-
tetésként tekintendd, és nem a csatolt igénypontokban jelzett
oltalmi kor korlatozasaként, és az Osszes olyan valtoztatas,
mely az ekvivalencia jelentésébe és tartomanyaba esik, a talal-
manyba tartozdnak tekintendd.

A leirasban kiilénbozd8 publikacidkra hivatkoztunk, melyek tel-

jes terjedelmikben a leirasba éptlnek.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras egy antigénre adott immunvalasz médositasara, az-
zal jellemezve, hogy az emlitett emlds testébe egy perforalt de
egyébként nem ateresztd tartalyban 1lévé porbézus matrixot tartal-
mazbé eszkdzt Ultetiink be, az emlitett matrix az emlitett antigén
egy mennyiségét tartalmazza, ahol az emlitett eszkdéz vonzza az
immunrendszer sejtjeit, hogy taldlkozzanak az antigénnel, és mo-
dositsa az emlitett immunvalaszt.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az
emlitett porbzus matrixban 1évé antigén bioldgiailag hozzaférhe-
té az emlitett eszkdznek az emlitett emlésbe vald beliltetésének
idépontijaban.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az
emlitett pordzus matrixban 1évé antigén azutan valik bioldgiai-
lag hozz&férhetdve, miutdn az eszkdzt az emlitett emlésbe beil-
tettik.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az
emlitett antigén korilbelil harom oéraval az emlitett emldsbe va-
16 beliltetés utan valik biolégiailag hozzaférhetévé.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az
emlitett antigént az emlitett eszkodzbe korilbeldl harom nappal a
beliltetés utan visszlk be.

6. Az 1. igénypont szerinti eljaréas azzal jellemezve, hogy az
emlitett antigént egy lassu felszabaduladsi készitményben bizto-
sitjuk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal Jjellemezve, hogy az

emlitett pordzus matrix egy polimer anyagot tartalmaz.
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8. A 7. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezvé, hogy az
emlitett polimer anyagot természetes és szintetikus forrasokbdl
valasztjuk ki.

9. A 8. igénypont szerinti eljarads azzal jellemezve, hogy az
emlitett polimer matrixot a kovetkezd8kbdl &llé csoportbdl va-
lasztjuk ki: hidroxilezett polivinil-acetat, poliuretan, eti-
lén/vinil-acetéat kopolimer, politeijsav, polilaktid-glikolid
kopolimer, zselatin, kollagén, keresztkotott kollagén és ezek
kombinacidi.

10. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az emlitett konténer természetes és szintetikus forrasokbol ki-
valasztott polimer anyagot tartalmaz.

11. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
porézus polimer matrix hidroxilezett polivinil-acetatot tartal-
maz, és a tartaly egy perforalt cs&darabot tartalmaz.

12. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az antigén emlitett mennyisége és az emlitett eszkodzben 1lévd em-
litett antigén biolégiai hozzaférhetéségének 1ddzitese az emli-
tett eszkdz emlitett emlésbe tdrténd beililtetésének idépontjahoz
képest az emlitett antigénre adott immunvalasz kivaltasat vagy
fokozasat eredményezi.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras azzal Jjellemezve, hogy
az emlitett eszkdzben az emlitett antigén az emlitett eszkdz em-
litett emlésbe tdrténd beiiltetése utan valik biolégiailag hozza-
férhetdéveé.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy

az emlitett antigént az emlitett eszkdzbe koriilbeldl 2-4 nappal
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az emlitett eszkdznek az emlitett emlésbe torténd beultetééé
utan visszik be.

15. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az emlitett antigén mennyisége és az emlitett eszkdzben 1lévd em-
litett antigén biolégiai hozzaférhetdéségének iddzitése az emli-
tett eszkdznek az emlitett emldsbe torténd belltetésének 1dé-
pontjahoz képest az emlitett antigénre adott immunvalasz
szuppresszalasat vagy negativ iranyu szabalyozasat eredményezi.

16. A 15. igénypont szerinti eljarads azzal Jjellemezve, hogy
az emlitett antigén az emlitett emldsbe térténd beliltetés 1idd-
pontjaban biolégiailag hozzaférhetd.

17. Az 1. igénypont szerinti eljarads azzal Jjellemezve, hogy
az emlitett eszkdzt kdriilbeliil egy 10 napos idétartam utan elta-
volitjuk az emlitett emlds testébdl.

18. Az 1. igénypont szerinti eljarads azzal jellemezve, hogy
az emlitett antigénnek egy masodik mennyiségét is bevisszik az
emlitett eszkdzbe.

19. Az 18. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az emlitett antigén emlitett mésodik mennyiségét az emlitett
eszkdzbe a beililtetés idépontjdban az eszkdzben jelen 1évd emli-
tett antigén emlitett masodik mennyiségének lassu felszabadita-
saval visszik be.

20. Beililtethetd eszkdz egy antigénre adott immunvalasz mddo-
sitasara, mely egy pordzus matrixot tartalmaz egy perforalt, de
egyébként nem ateresztd tartalyban.

21. A 20. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett antigén

az emlitett pordzus matrixban van jelen.
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22. A 20. igénypont szerinti eszkdz, mely tovabba eszkdzdket
tartalmaz az emlitett antigénnek az emlitett pordzus matrixszal
vald kapcsolatba hozasdhoz a beliltetés eldtt vagy utan.

23. A 20. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett matrix
egy polimer anyagot tartalmaz.

24. A 23. igénypont szerinti eszkéz, ahol az emlitett polimer
anyag természetes és szintetikus forrasokbdél van kivalasztva.

25. A 24. igénypont szerinti eszkéz, ahol az emlitett polimer
anyagot a kovetkezbkbd1l allos csoportbdél valasztjuk ki:
hidroxilezett polivinil-acetat, etilén/vinil-acetat kopolimer,
politejsav, polilaktid-glikolid kopolimer, poliuretén, zselatin,
kollagén, keresztkotdtt kollagén és ezek kombinacidi.

26. A 20. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett tartaly
egy perforalt csédarabot tartalmaz.

27. A 20. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett tartaly
egy perforalt de egyébként nem ateresztd feddréteget tartalmaz
az emlitett pordzus matrix koérul elhelyezve.

28. A 27. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett teddéré-
teg egy polimer anyagot tartalmaz.

29. A 28. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett polimer
anyag természetes és szintetikus forrasbol van kivalasztva.

30. A 29. igénypont szerinti eszkoz, ahol az emlitett polimer
anyagot a koévetkez8kb&l 4llé csoportbdl valasztjuk ki: kereszt-
kétodtt kollagén, politejsav, polilaktid-glikolid kopolimer, po-
lietilén, szilikon, latex gyanta, polisztirén, akril gyanta,

polivinil-pirrolidon és ezek kombinacidi.
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31. A 20. igénypont szerinti eszkdéz, ahol a pordzus matrix
hidroxilezett polivinil-acet&tot tartalmaz, és a tartaly egy
perforalt csédarabot tartalmaz.

32. Eljaras immunsejtek kinyerésére egy emlésbdl, azzal jel-
lemezve, hogy az emlitett immunsejteket egy az emlitett emldsbe
iiltetett eszkdzbdl gyljtjik Ossze, mely pordzus matrixot tartal-
maz egy perforalt, de egyébként nem ateresztd tartalyban.

33. A 32. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az emlitett Osszegydjtott sejteket uGjra bevisszik az emlitett
emlésbe.

34. A 33. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az emlitett O&sszegyljtott sejteket mélyhiitéssel tartdsitjuk, mi-
elétt az emlitett emldsbe Ujra bevinnénk.

35. A 32. igénypont szerinti eljaréas azzal Jjellemezve, hogy
az emlitett eszkdz pordzus matrixdban egy antigén van jelen.

36. A 35. igénypont szerinti eljards azzal Jjellemezve, hogy
az emlitett immunsejteket Ujra bevisszik az emlitett emldsbe.

37. A 35. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve, hogy
az emlitett immunsejteket az emlitett eml&sbe azutan visszik be
Gjra, miutdn in vitro az emlitett antigénnek tettik ki.

38. A 32. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett matrix
egy polimer anyagot tartalmaz.

39. A 38. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett polimer
anyag természetes és szintetikus forrasokbdél van kivalasztva.

40. A 39. igénypont szerinti eszkoéz, ahol az emlitett polimer
anyag a kovetkezbEkbS1 alloé csoportbdol van kivalasztva:

hidroxilezett polivinil-acetat, etilén/vinil-acetat kopolimer,
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politejsav, polilaktid-glikolid kopolimer, poliuretan, zselatin,
kollagén, keresztkotstt kollagén és ezek kombinacidi.

41. A 32. igénypont szerinti eszkoz, ahol az emlitett tartaly
egy perfordlt csdédarabot tartalmaz.

42. A 32. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett tartaly
egy perforalt de egyébként nem ateresztd feddréeteget tartalmaz
az emlitett pordzus matrix koril elhelyezve.

43. A 42. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett feddré-
teg egy polimer anyagot tartalmaz.

44. A 43. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett polimer
anyag természetes és szintetikus forrasokbdél van kivalasztva.

45. A 44. igénypont szerinti eszkdz, ahol az emlitett polimer
anyag a kovetkez&8kb&l &llé csoportbdl van kivalasztva: kereszt-
kotott kollagén, polietilén, szilikon, latex gyanta,
polisztirén, akril gyanta, politejsav, polilaktid-glikolid
kopolimer, polivinil-pirrolidon és ezek kombinacidéi.

46. A 32. igénypont szerinti eszkdéz, ahol a pordzus matrix
hidroxilezett polivinil-acet&tot tartalmaz, és a tartaly egy
perfordlt csédarabot tartalmaz.

47. A 35. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az emlitett immunsejteket egy hibridéma eléadllitasara hasznaljuk
egy emlitett antigén elleni monoklondlis antitest eldallitasara.

48. Eljarads egy emlds immunizaladsara egy antigénnel egy
hibridéma eldallitdsara egy emlitett antigén elleni monoklonalis
antitest eldallitasa céljabol, azzal Jjellemezve, hogy az emldst
a 12. igénypont szerinti eljarédst alkalmazva immunizaljuk.

49. Eljarads egy emlds immunizdladsara egy antigénnel egy

hibridéma eldallitdsara egy emlitett antigén elleni monoklonalis
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antitest el&allitasa céljabél, azzal jellemezve, hogy az emldst
a 21. igénypont szerinti eszkézt alkalmazva immunizaljuk.

50. A 12. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve, hogy
az emlitett antigénre adott immunvalaszt a kovetkezdkb&él 4&lld
csoportbél valasztjuk ki: profilaktikus vakcinazas, terépias
vakcinéazas, sejtkozvetitett immunités, humorélis immunitas,
nyalkahdrtya-immunitas, hosszi idejd immunitas és ezek kombina-
cidi.

51. Eljaras elére kivdlasztott antigénnel szembeni
monoklondlis antitesteket termeld hibridémak eldallitasara, az-
zal jellemezve, hogy egymas utdn a kovetkezS lépéseket hajtjuk
végre:

(a) humdn periférids vér limfocitdkat visziink be egy sulyos
kombinalt immunhidnyos (SCID) egér keringésébe, és hagyjuk, hogy
az emlitett limfocitdk az emlitett egér immunrendszerét benépe-
sitsék;

(b) az emlitett egérbe egy 21. igénypont szerinti eszkozt Ul-
tetink be, az emlitett eszkdzben 1évdé antigén az emlitett eldre
kivalasztott antigént tartalmazza;

(c) Osszeqyljtjik az immunsejteket az emlitett eszkdzbdl;

(d) az emlitett Osszegy(jtdétt immunsejtekben Jjelenlévd B-
limfocitakbél hibridémakat készitink; és

(e) egy szkrinelési  mdédszerrel azonositjuk azokat a
hibridémakat, melyek olyan monoklondlis antitesteket termelnek,
amik felismerik az emlitett eldre kivalasztott antigént.

52. Eljaras egy emlds immunsejtjeinek transzfektalasara gene-
tikai anyaggal, azzal jellemezve, hogy az emlitett genetikai

anyagot egy perforalt de egyébként nem ateresztd tartalyban po-
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rozus matrixot tartalmazé eszkdz matrixdba visszik be, es.gé em—
litett eszkdzt az emlitett emldésbe beliltetjik.

53. Az 52. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
a genetikai anyagot a kovetkezdkbdl alld csoportbdél valasztjuk
ki: DNS, RNS és cDNS.

54. Az 52. igénypont szerinti eljaras azzal Jellemezve, hogy
az emlitett genetikali anyag egy antigént kodol.

55. Eljards egy immunvalasz okozta betegség vagy allapot ke-
zelésére vagy megelbzésére azzal Jjellemezve, hogy az emlitett
immunvalaszt a 15. igénypont szerint szuppresszaljuk.

56. Az 55. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az emlitett betegséget vagy &allapotot a kovetkezdkbdl alld cso-
portbé6l valasztjuk ki: allergidk, transzplantacids kilokédés és
autoimmun betegségek.

57. Eljarads egy antigénnel szembeni immunvalasz mbédositasara
egy emld&sben, azzal Jellemezve, hogy az emlitett emlés testébe
egy, az emlitett antigént tartalmazé eszkozt ultetink be, mely
tovabba olyan eszkézoket* tartalmaz, mely korlatozza a molekulak
passziv diffuziéjat az emlitett eszkdzb&l anélkiil, hogy korla-
tozna az immunsejtek aktiv mozgadsdt az emlitett eszkdzbe vagy

abbdl ki.
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