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(57) Sammendrag:

Fremgangsmadde og preparater til Aindforing af et bio-
aktivt stof, fortrinsvis et antigen, i et dyr, hvorved en
effektiv mengde af det bioaktive stof indkapsles i et
biqkompat_:ibelt excipiens til dannelse af mikrokapsler med
en steorrelse mindre end ca. 10 gm,” og en effektiv mangde
af'mikrokapslerne indgives, fortrinsvis oralt, til dyret.
Det biocaktive stof indkapsles fortrinsvis i en bioaktiv
polymer eller copolymer, - som kan passere gennem mave-
tarmkanalen éller eksistere .pad en 'slimhindeoverflade uden
at blive nedbrudt eller med et minimum af nedbrydning,
sdledes at det bioaktive stof ndr frem til og fe¢res ind i -
de Peyerske plaques eller andre éliﬁlhindeassoéierede- lym-
foide vav i usndret form og i effektive mangder til at
stimulere det syst‘emiske"ellexj_ d.et‘- slimhindeassocierede
‘immun‘system. Der opnds et pulserende respons, savel som
slimhinde- og syst'emisk.immunitet.- -
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Den foreliggende opfindelse angar en sammenszetning, fremgangsmade il
fremstilling af denne sammenseetning, samt anvendelse til fremstiling af en
sammensaetning til indgivelse af et bioaktivt stof til potensering af immun re-
spons hos et menneske eller andet dyr. Endvider angar opfindelsen anven-
delse af mikrokapsler til indfering af den bioaktive sammenszetning, hvor et
bioaktivt middel er indkapslet i en eller flere biokompatible polymer- eller co-
polymerexcipienser, fortrinsvis en bionedbrydelig polymer eller copolymer,
som pa grund af den passende starrelse og de fysisk-kemiske egenskaber
deraf medferer, at mikrokapslerne og det deri indeholdte stof nar frem til og
pa effektiv vis optages af de i dyrets mavetarmkanal beliggende follikuleere
lymfatiske aggregater, ogsa kendt som de Peyerske plaques, uden at virk-
ningen gar tabt pa grund af stoffets passage gennem mavetarmkanalen. Lig-
nende follikulaere lymfatiske aggregater findes i respirationsvejene, kens- og
urinvejene, tyktarmen og andre slimhindevaev i kroppen. | det felgende be-
naevnes de ovennavnte veev generelt som "slimhindeassocierede lymfoide

vaev'.

Det er velkendt at anvende mikroindkapsling til beskyttelse af falsomme
bioaktive stoffer mod nedbrydning. Typisk indkapsles et bioaktivt stof inde i et
vilkarligt antal beskyttende vasgmaterialer, seedvanligvis af polymer art. Stof-
fet, der skal indkapsles, kan overtraeekkes med en enkelt vaeg af polymert ma-
teriale (mikrokapsler) eller kan dispergeres homogent i en polymer matrix
(mikrosfeerer). (I det falgende henviser udtrykket "mikrokapsler” til bade mi-
krokapsler og mikrosfaerer). Stofmaengden inde i mikrokapslen kan varieres
efter anske og spaender fra en lille maengde til s& meget som 95 % eller der-
over af mikrokapslens sammenszetning. Mikrokapslens diameter kan ogsa
varieres efter enske, og spaender fra 1 pm til sa stor som 3 mm eller derover.

De Peyerske plaques er aggregater af lymfoide smaknuder, som er belig-
gende i tyndtarmens, tyktarmens og blindtarmens vaegge, hvor de udger en
vigtig del af kroppens forsvar mod adheerering og penetration af infektizgse
stoffer og andre for kroppen fremmede stoffer. Antigener er stoffer, der indu-
cerer kroppens antistofdannende og/eller cellemedierede immunsystemer, og
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kan omfatte fremmed protein eller vaev. Det ved interaktion mellem et antigen
og immunsystemet inducerede immunologiske respons kan veere enten posi-
tivt eller negativt, hvad angar kroppens evne til ved en senere udsaettelse for
antigenet at iveerkseette et antistof- eller cellemedieret immunrespons over
for dette. Et cellemedieret immunrespons omfatter for eksempel drab af
fremmede celler eller veev, "cellemedieret cytotoxicitet”, og hypersensitivitets-
reaktioner af den forsinkede type. Antistoffer tilharer en klasse proteiner kal-
det immunglobuliner (lg), der dannes som respons pa et antigen, og som
specifikt forbinder sig med antigenet. Nar et antistof forbindes med et anti-
gen, danner de et kompleks. Dette kompleks kan hjaelpe til at udrense anti-
genet fra kroppen, hjeelpe til at dreebe levende antigener, sasom infektiose
stoffer og fremmede vaev eller cancerarter, og neutralisere toxiners eller en-
zymers aktivitet. Nar det drejer sig om kroppens slimhindeoverftader, er den i
sterst maengde forekommende antistofklasse, som findes i sekreteme, der
bader disse steder, sekretorisk immunglobulin A (slgA). Sekretoriske IgA an-
tistoffer forhindrer, at infektiose stoffer og andre antigener adheererer til og
penetrerer gennem kroppens slimhindevaev.

Selv om adskillige antigener kommer ind i kroppen gennem slimhindevaeve-
ne, inducerer almindeligt anvendte immuniseringsmetoder, sasom intra-
muskuleer eller subcutan injektion af antigener eller vacciner, sjaldent fore-
komst af slgA antistoffer i slimhindesekreter. Sekretoriske IgA antistoffer in-
duceres mest effektivt gennem direkte immunisering af de slimhindeassocie-
rede lymfoide vaev, hvoraf den starste masse i kroppen udgeres af de Peyer-
ske plaques i mavetarmkanalen.

| de Peyerske plaques er der IgA praekursor B-celler, som kan tage plads i
mavetarmkanalens og de gvre luftvejes lamina propria omrader og differenti-
ere til modne IgA-syntetiserende plasmaceller. Det er disse plasmaceller,
som rent faktisk secemerer antistofmolekyleme. Undersegelser foretaget af
Heremans og Bazin til maling af udvikling af IgA-responser i mus, der var
peroralt immuniseret med antigen, viste, at der forekom en sekventiel optree-
den af antigen-specifikke IgA-plasmaceller, farst i lymfeknuder i mesenteriet,
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senere i milten og til slut i mavetarmkanalens lamina propria [Bazin, H., Levi,
G. og Doria, G., "Predominant contribution of IgA antibody-forming cells to an
immune response detected in extraintestinal lymphoid tissues of germ free
mice exposed to antigen via the oral route”, J. Immunol. 105:1049, (1970), og
Crabbe, P.A,, Nash, D.R., Bazin, H., Eyssen, H. og Heremans, J.F., "Anti-
bodies of the IgA type in intestinal plasma cells of germ-free mice after oral or
parenteral immunization with ferritin”, J. Exp. Med. 130:723, (1969)]. Senere
undersogelser har vist, at peroral administrering af antigener farer til dannel-
se af slgA-antistoffer i tarmen og ogsa i slimhindesekretioner, der forekom-
mer leengere vaek fra tarmen, f.eks. i bronchialskylninger, colostrum, maelk,
spyt og tarer [Mestecky, J., McGhee, J.R., Amold, R.R., Michalek, S.M.,
Prince, S.J. og Babb, J.L., "Selective induction of an immune response in
human external secretions by ingestion of bacterial antigen”, J. Clin. Invest.
61:731, (1978), Montgomery, P.C., Rosner, B.R. og Cohen, J., "The secreto-
ry antibody response. Anti-DNP antibodies induced by dinitrophenylated Ty-
pe lll pneumococcus”, Immunol. Commun. 3:143, (1974), og Hanson, L.A.,
Ahistedt, S., Carlsson, B., Kaijser, B., Larsson, P., Mattsby Baltzer, A., Sohl
Akerlund, A., Svanborg Eden, C. og Dvennerholm, A.M., "Secretory IgA anti-
bodies to enterobacterial virulence antigens: their induction and possible re-
levance", Adv. Exp. Med. Biol. 1007:165, (1978)]. Det er derfor tydeligt, at de
Peyerske plaques er en beriget kilde til praekursor IgA-celler, som efter anti-
gen-sensibilisering cirkulerer og er arsag til, at IgA udtrykkes i sdvel omradet
for den oprindelige udsaettelse for antigen som pa slimhindeoverflader langt
derfra. Dette cirkulerende menster giver et slimhinde-immunrespons ved
kontinuerligt at transportere sensibiliserede B celler til slimhinder, hvor der
sker respons pa i tarmen madte antigener fra omgivelsemne eller potentielle
patogener.

Af szerlig vigtighed for den foreliggende opfindelse er evnen til ved oral im-
munisering at inducere beskyttende antistoffer. Det er kendt, at dyrs indta-
gelse af antigener farer til forekomsten af antigen-specifikke sIgA antistoffer i
bronchial- og naeseskylninger. For eksempel viser undersegelser foretaget
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med frivillige mennesker, at oral administrering af influenzavaccine er effektiv
til inducering af sekretoriske anti-influenza antistoffer i naesesekreter.

Omfattende undersegelser har vist, at det er muligt ved oral immunisering at
inducere det almindelige slimhinde-immunsystem, men bortset fra sjeeldne
undtagelser har de store doser, som er nedvendige til opnaelse af effektiv
immunisering, gjort denne fremgangsmade upraktisk. Det fremgar, at enhver
metode eller praeparat, der indebaerer oral administrering af en bestanddel,
skal veere udformet saledes, at stoffet beskyttes mod nedbrydning under
passage gennem mavetarmkanalen og malrettet indferer bestanddelen i de
Peyerske plaques. Hvis dette ikke er tilfzeldet, sa vil bestanddelen, hvis den
overhovedet nar frem til de Peyerske plaques, forefindes i en utilstraekkelig
maengde eller veere i en ineffektiv tilstand.

Der er derfor et behov for en fremgangsmade til oral immunisering, som pa
effektiv vis kan stimulere immunsystemet og overvinde problemet med ned-
brydning af antigenet under dets passage gennem mavetarmkanalen til de
Peyerske plaques. Nar ferst antigenet er inde i kroppen, er der et saerligt be-
hov for en fremgangsmade til malretning af antigenet til de Peyerske plaques
og frigivelse af antigenet,. Der er ogsa et behov for en fremgangsmade til
immunisering gennem andre af kroppens slimhindevav, hvorved problemer-
ne med nedbrydning af antigenet og malretning af dets indfering i de slimhin-
de-associerede lymfoide vaev kan overvindes. Endvidere er der et behov for
beskyttelse mod nedbrydning af pa slimhinden paferte bioaktive stoffer, for-
bedring og/eller malretning af deres indtraengen i kroppen gennem de slim-
hindeassocierede lymfoide vaev og frigivelse af det bioaktive stof, nar det
forst er kommet ind i kroppen.

SAMMENFATNING AF OPFINDELSEN

Opfindelsen angar en metode og et preeparat til pa malrettet vis at fere et
bioaktivt stof ind i og derpa frigive det i et dyrs krop ved pafaring pa slimhin-
den. Stoffet er mikroindkapslet i en fortrinsvis bionedbrydelig biokompatibel
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polymer eller copolymer, som kan passere gennem mavetarmkanalen eller
eksistere pa en slimhindeoverflade uden at blive nedbrudt eller med kun et
minimum af nedbrydning, saledes at stoffet uaendret og i effektive maengder
nar frem til og kommer ind i de Peyerske plaques eller andre slimhinde-
associerede lymfoide vaev. Med udtrykket "biokompatibel” menes der et po-
lymert materiale, som ikke er toxisk for kroppen, ikke er carcinogent og som
ikke inducerer inflammation i kropsvaev. Fortrinsvis er den polymere mikro-
kapsel-excipiens bionedbrydelig pa en sddan made, at den ved kropsproces-
ser nedbrydes til produkter, som kroppen let kan bortskaffe, og som derfor
ikke akkumulerer i kroppen. Mikrokapslerne er ogsa af en sadan sterrelse og
fysisk-kemisk sammenszaetning, at de pa effektiv og selektiv vis kan optages
af de Peyerske plaques. Saledes er problememe forbundet med, at stoffet
nar frem til de Peyerske plaques eller andre slimhinde-associerede veev og
optages der, lost.

Den foreliggende opfindelse angar en sammenszetning til indgivelse af et
bioaktivt stof til det slimhinde associerede lymforetikuleere vaev hos et men-
neske eller et andet dyr, som omfatter:

- biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens og som har en sterrelse fra 1 pm til mindre end 5
pm, til selektiv absorption i og passage gennem det slimhinde associerede
lymforetikulaere vaev for tilvejebringelse af systemisk immunitet, og

- biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiéns og som har en sterrelse fra 5§ pm til mindre en 10
um, til selektive absorption og tilbageholdelse i det slimhinde associerede
lymforetikulaere vaev for tilvejebringelse af slimhinde immunitet,

i en kombineret sammensaetning til potensering af immun respons hos et
menneske eller andet dyr. Foretrukne udferelsesformer er angivet i krav 2-8.

Den foreliggende opfindelse angar ogsa en anvendelse til fremstilling af en
sammensaetning, samt en fremgangsmade til fremstilling af en sammensaet-
ning, som er i stand til at blive selektivt absorberet af det slimhinde associe-
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rede lymforetikuleere vaev for tilvejebringelse af bade systemisk og slimhinde
immunitet hos et menneske eller et dyr, af

(1) biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens og som har en starrelse fra 1 pm til mindre en 5 ym
for tilvejebringelse af systemisk immunitet og

(2) biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens og som har en starrelse pd mellem 5 pm og 10 ym

for tilvejebringelse af slimhinde immunitet.

Den foreliggende opfindelse angéar ogsa anvendelse til fremstilling af en |
sammensaetning for tilvejebringelse af systemisk eller slimhinde immunitet, af
biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt stof indkapslet i en bio-
kompatibel excipiens og som har en sterrelse fra 1 pm til mindre end 5 pm til

absorption i og passage gennem slimhinde associerede lymforetikuleere vaev.

Endvidere angar opfindelsen en sammenszaetning til potensering af immun
respons i et menneske eller et andet dyr, som omfatter en blanding af et for-
ste frit bioaktivt stof, som tilvejebringer et primeert respons og biokompatible
mikrokapsier, som har en sterrelse mellem 1 ym og 10 um og som indehol-
der et sekundaert bioaktivt stof indkapslet i en biokompatibel excipiens til pul-
serende frigerelse for at opna et efterfelgende respons. Foretrukne udfarei-

sesformer er blandt andet angivet i krav 16 - 19.

Endvidere angar opfindelsen ogsa en fremgangsmade til fremstilling af en
farmaceutisk sammenszetning til inducering af et immun respons, som omfat-
ter indkapsling af et ferste bioaktivt stof valgt blandt antigener, allergener,
lymfokiner, cytokiner, monokiner og immunomodulatorer i en biokompatibel
excipiens til dannelse af mikrokapsler, som har en starrelse pa mellem 1 pm
og 10 um, samt tilsaetning af et andet bioaktivt stof i fri form til mikrokapsler-
ne i sammensaetningen. Foretrukne udferelsesformer er blandt andet angivet
i krav 20 - 21.
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Endnu et formal med opfindelsen er at anvise en anvendelse af mikrokapsler,
som har en starrelse mellem 1 pm og 10 pm og som indeholder et bioaktivt
stof indkapslet i en biokompatibel excipiens til fremstilling af en injektions
sammensaetning til potensering af immun respons hos mennesker eller andre
dyr, forudsat at excipiensen ikke er et proteinoid, polyacryl stivelse eller kry-
stalliseret carbohydrat, hvor det bioaktive stof omfatter en peptid, et protein
eller en nukleinsyre. Excipiensen kan vaere hydrofob og/eller den kan omfatte
en poly(DL-lactid-co-glycolid), en poly(L-lactid), en poly(DL-lactid) en po-
ly(glycolid), en copolyoxalat, en polycaprolactone, en poly(lactid-co-
caprolacton), en poly(esteramid), en polyortester, en poly(f-hydroxy butansy-
re) eller en polyanhydrid eller en blanding deraf. Foretrukne udferelsesformer

er angivet i krav 25 -26.

Opfindelsen angar ogsa en anvendelse af mikrokapsler, som har en sterrelse
mindre end ca. 10 pm og som indeholder et immunogen indkapslet i en bio-
kompatibel excipiens, til fremstilling af et middel til indgivelse nasalt, rektalt,
oftalmisk, intratrachealt eller ved oral inhalering til slimhindeassocierede lym-
foretikuleere veev i mennesker eller dyr, hvor det bioaktive stof omfatter et
peptid, et protein eller en nukleinsyre. Foretrukne udferelsesformer er angivet
i krav 28 -30.

Opfindelsen angar ogsa en anvendelse af mikrokapsler, som har en starrelse
mellem 1 ym og 10 um og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens til fremstilling af en injektions sammensaetning til
potensering af immun respons hos mennesker eller andre dyr, forudsat at
excipiensen ikke er et proteinoid, polyacryl stivelse eller krystalliseret carbo-
hydrat, hvor det bioaktive stof endvidere inkluderer en adjuvans.

Opfindelsen angar ogsa en anvendelse af mikrokapsler, som har en starrelse

mellem 1 um og 10 pm og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en
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biokompatibel excipiens til fremstilling af en injektions sémmensaetning til
potensering af immun respons hos mennesker eller andre dyr, hvor det
bioaktive stof endvidere inkluderer en adjuvans. Excipiensen kan vaere hy-
drofob, men kan omfatte en poly(DL-lactid-co-glycolid), en poly(L-lactid), en
poly(DL-lactid) en poly(glycolid), en copolyoxalat, en polycaprolactone, en
poly(lactid-co-caprolacton), en poly(esteramid), en polyortester, en poly(f-
hydroxy butansyre) eller en polyanhydrid eller en blanding deraf.

Opfindelsen angar ogsa en anvendelse af mikrokapsler, som har en stotrelse
mindre end ca. 10 um og som indeholder et immunogen indkapslet i en bio-
kompatibel excipiens, til fremstilling af et middel til indgivelse nasalt, rektalt,
oftalmisk, intratrachealt eller ved oral inhalering til slimhindeassocierede lym-
foretikuleere vaev i mennesker eller dyr, hvor det bioaktive stof endvidere in-
kluderer en adjuvans. Foretrukne udferelsesformer er angivet i krav 35 -38,
samt krav 44.

Opfindelsen angar ogsa en anvendelse af mikrokapsler, som har en storrelse
mellem 1 pm og 10 pm og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens til fremstilling af en injektions sammenseetning til
potensering af immun respons hos mennesker eller andre dyr, forudsat at
excipiensen ikke er et proteinoid, polyacryl stivelse eller krystalliseret carbo-
hydrat, hvor det bioaktive stof endvidere inkluderer en blanding af et antigen
og cytokin.

Opfindelsen angar ogsa en anvendelse af mikrokapsler, som har en starrelse
mellem 1 pm og 10 pm og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens til fremstilling af en injektions sammensaetning til
potensering af immun respons hos mennesker eller andre dyr, hvor det
bioaktive stof endvidere inkluderer en blanding af et antigen og cytokin.
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Opfindelsen angar ogsa en anvendelse af mikrokapsler, som har en sterrelse
mellem 1 pm og 10 um og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens, hvor excipiensen omfatter en poly(DL-lactid-co-
glycolid), en poly(L-lactid), en poly(DL-lactid) en poly(glycolid), en copolyoxa-
lat, en polycaprolactone, en poly(lactid-co-caprolacton), en poly(esteramid),
en polyortester, en poly(B-hydroxy butansyre) eller en polyanhydrid eller en
blanding deraf, til fremstilling af en injektions sammensaetning til potensering
af immun respons hos et menneske eller et andet dyr, hvor det bioaktive stof
omfatter en blanding af et antigen og cytokin.

Opfindelsen angar ogsa en anvendelse af mikrokapsler, som har en starrelse
mindre end ca. 10 ym og som indeholder et immunogen indkapslet i en bio-
kompatibel excipiens, til fremstilling af et middel til indgivelse nasalt, rektalt,
oftalmisk, intratracheait eller ved oral inhalering til slimhindeassocierede lym-
foretikuleere vaev i mennesker eller dyr, hvor det bioaktive stof omfatter en
blanding af et antigen og cytokin. En foretrukken udferelsesform er angivet i
krav 43.

Et formal med opfindelsen er saledes at angive en sammensaetning til indgiv-
else af et bioaktivt stof til det slimhinde associerede lymforetikuleere vaev hos
et menneske eller et andet dyr, hvorved antigenet nar frem til og bliver
optaget af de slimhinde-associerede lymfoide vaev og derved stimulerer
slimhinde-immunsystemet, uden at det pa grund af nedbrydning pa slim-
hindeoverfladen mister sin effektivitet.

Ved anvendelse af en sadan sammensaetning optages antigenet af de slim-
hinde-associerede lymfoide veev og derved stimuleres det systemiske im-
munsystem, uden at det pa grund af nedbrydning pa slimhindeoverfladen
mister sin effektivitet.

KORT BESKRIVELSE AF FIGUREN
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Figuren viser plasma IgA-respons i mus bestemt ved titrering til endepunkt.

DETALJERET BESKRIVELSE AF OPFINDELSEN

Beskrivelser af fremgangsmader til udferelsesformer for opfindelsen felger
nedenfor. Disse beskrivelser viser malrettetheden mod de slimhinde-
associerede-lymfoide-vaev og den programmerede indfenng af antigenerne
(trinitrophenyl-keyhole limpet hemocyanin (TNP-KLH) og en toxoidvaccine af
Staphylococcus enterotoxin B) og et lzegemiddel (etretinat) indkapslet i 50:50
poly(DL-lactid-co-glycolid) til mus.

Det skal imidlertid bemaerkes, at der kan anvendes andre polymere foruden
poly(DL-lactid-co-glycolid). Eksempler pa sadanne polymerer omfatter, men
er ikke begreenset til, poly(glycolid), poly(DL-lactid-co-glycolid), copoly-
oxalater, polycaprolacton, poly(lactid-co-caprolacton), poly(esteramider), po-
lyorthoestere og poly(8-hydroxysmersyre) og polyanhydrider.

Der kan ogsa bruges andre bioaktive bestanddele. Eksempler pa sadanne
omfatter, men er ikke begraenset til, antigener til vaccinering mod sygdomme
forarsaget af vira, bakterier, protozoer eller svampe, sasom influenza, respi-
ratorisk syncytial, parainfluenza-vira, Hemophilus influenza, Bordetella per-
tussis, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae og Plasmodium
falciparum eller andre sygdomme forarsaget af patogene mikroorganismer,
eller antigener til vaccinering mod sygdomme forarsaget af makroorganis-
mer, sasom helminthiske patogener, eller antigener til vaccinering mod aller-
gier. Andre anvendelige bioaktive stoffer omfatter, men er ikke begraenset til,
immunomodulatorer, neeringsstoffer, laegemidler, peptider, lymfokiner og cy-
tokiner.

I. MIKROINDKAPSLING

A. Fremstilling af farveholdige mikrokapsler
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Kumarin, et ikke-vandopleseligt fluorescerende farvestof, blev mikroind-
kapslet i polystyren, en ikke-bionedbrydelig polymer, hvorved opnaedes fluo-
rescerende mikrokapsler, der kunne bruges til at falge mikrokapslers penet-
ration ind i de Peyerske plaques. Mikrokapslerne blev fremstillet ved felgen-
de fremgangsmade:

Man fremstillede forst en polymeroplesning ved at oplese 4,95 g polystyren
(type 685D, Dow Chemical Company, Midland, Mi) i 29,5 g methylenchlorid
(Syntesekvalitet, Eastman Kodak, Rochester, NY). Derefter blev ca. 0,05 g
kumarin (Polysciences, Inc., Warrington, PA) sat til polymeroplasningen og
oplest ved omrering af blandingen med en magnetomrerer.

| en separat beholder blev 10 vaegt-% vandig polyvinylalkohol (PVA) oplas-
ning, reaktionsmediet, fremstillet ved at oplese 40 g PVA (Vinol 2050, Air
Products and Chemicals, Allentown, PA) i 360 g ionbyttet vand. Efter fremstil-
ling af PVA-oplasningen maettes oplasningen ved tilseetning af 6 g methy-
lenchlorid. Dernaest szettes PVA-oplesningen til en 1 liters beholder (Ace
Glass, Inc., Vineland, NJ) udstyret med en gennemgaende omraringsaksel
og en 6,35 cm teflonomrarer og omreres ved ca. 380 rpm med en Fisher mo-
tor med konstant hastighed.

Polystyren/kumarin-blandingen szettes derpa til beholderen indeholdende
PVA-reaktionsmediet. Dette udfgres ved at heelde polystyren/kuman’h-
blandingen gennem en langstilket 7 mm tragt, som leder blandingen ind i be-
holderen. Der fremkommer en stabil olie-i-vand emulsion, som dermazest om-
rores i ca. 30 minutter ved omgivelsemes tryk til opnaelse af mikrodraber af
olie med en passende starrelse. Beholderen lukkes derpa, og trykket i behol-
deren reduceres gradvist til 520 mmHg ved hjaelp af en vandstralepumpe
forbundet til et manometer og en udluftningsventil. Beholderens indhold om-
rares ved reduceret tryk i ca. 24 timer, saledes at alt methylenchloridet af-
damper. Derefter opsamles de sterknede mikrokapsler ved centrifugering, og
de torres i 72 timer i et vakuumkammer, som holdes ved stuetemperatur.
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B. Fremstilling af antigen-holdige mikrokapsler

TNP-KLH, et vandopleseligt antigen, blev indkapslet i poly(DL-lactid-co-
glycolid), en biokompatibel, bionedbrydelig polyester. Mikrokapsleme blev
fremstillet ved feigende fremgangsmade:

Man fremstillede ferst en polymeroplesning ved at oplgse 0,5 g 50:50 po-
ly(DL-lactid-co-glycolid) i 4,0 g methylenchlorid. Derefter blev 300 pl af en
vandig oplesning af TNP-KLH (46 mg TNP-LKH/mI, efter dialyse) sat til og
homogent dispergeret i poly(DL-lactid-co-glycolid)-oplesningen ved hvir-
velstremsblanding pa en Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Inc., Bohemia,
NY).

| en separat beholder blev en 8 vaegt-% vandig PVA-oplasning fremstillet ved
oplesning af 4,8 g PVA i 55,2 g ionbyttet vand. Efter oplesning af PVAen,
saettes PVA-oplgsningen til en 100 ml beholder (Kontes Glass, Inc., Inc., Vi-
neland, NJ) udstyret med en gennemgaende omrarer og en 3,8 cm teflon
turbineomrerer. Polymeroplasningen blev derpa tilsat PVA-reaktionsmediet
ved udhaeldning gennem en langstilket tragt. Under tilsatningen blev PVA-
oplesningen omraert ved ca. 650 rpm. Efter ca. 10 minutters omraring af den
herved fremkomne olie-i-vand-emulsion i beholderen, blev beholderens ind-
hold overfert til 3,5 | ionbyttet vand indeholdt i et 4 | baegerglas og omrart ved
ca. 800 rpm med en 5 cm omrerer af rustfrit stal. De herved fremkomne mi-
krokapsler blev omrart i det ionbyttede vand i ca. 30 minutter, opsamlet ved
centrifugering, vasket to gange med ionbyttet vand til fiernelse af resterende
PVA og derpa opsamlet ved fryseterring. Mikrokapselproduktet bestod af
sfeeriske partikler med en diameter pa 1-10 ym. Andre mikrokapsler, som
f.eks mikrokapsler med Staphylococcus enterotoxin B, kan fremstilles pa lig-
nende made.

TNP-KLH-indholdet af de antigenholdige mikrokapsler, d.v.s. kaerneindholdet
af mikrokapsleme, blev bestemt ved udvejning af 10 mg antigenholdige mi-
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krokapsler i et 12 ml centrifugeglas. Der tilszettes 3,0 ml methylenchlorid til
glasset, som hvirvelstremsblandes til oplasning af poly(DL-lactid-co-glycolid).
Dernaest seettes 3,0 ml ionbyttet vand til glasset, og der hvirvelstramsblandes
kraftigt i 1 minut. Indholdet af centrifugeglasset centrifugeres til adskillelse af
de organiske og vandige lag. Det vandige lag overferes til en 10 ml malekol-
be. Ekstraktionen gentages, idet de vandige lag kombineres i malekolben.
Kolben fyldes op til maerket med ionbyttet vand. Maengden af TNP-KLH i kol-
ben, og saledes mangden af TNP-KLH i mikrokapslerne, bestemmes deref-
ter ved brug af et protein assay. Mikrokapsleme indeholdt 0,2 vaegt-% TNP-
KLH. Indholdet af Staphylococcus enterotoxin B i Staphylococcus enterotoxin
B mikrokapsler kan kvantificeres palignende made.

li. PENETRATION AF FARVESTOFHOLDIGE MIKROKAPSLER IND | DE
PEYERSKE PLAQUES EFTER ORAL ADMINISTRERING

De Peyerske plaques er langt den sterste vaevsmasse, der har evne til at
fungere som et induktivt sted for sekretoriske IgA-responser. Disse isolerede
sma knuder af lymforetikuleert vaev er beliggende langs hele tyndtarmens og
blindtarmens laengde. Den malrettede indfering af intakt antigen direkte ind i
dette vaev til opnaelse af hgj lokal koncentration antages pa nuvaerende tids-
punkt at vaere den mest effektive made at inducere et udbredt IgA-respons i
slimhinden. Bionedbrydelige mikrokapsler udger et ideelt vehikel til opnaelse
af denne malrettede vaccinering.

EKSEMPEL 1 — Optagelse af mikrokapsler af polystyren

Optagelsen af mikrokapsler ind i de tarmassocierede lymforetikulaere veev og
sterrelsesrestriktionen af denne penetration blev undersegt ved oral admini-
strering af polystyrenmikrokapsler indholdende det fluorescerende farvestof
kumarin.

Ikke bedavede, fastede BALB/c mus fik ved hjeelp af en fedekanyle i maven
indgivet 0,5 ml af en 100 mg/ml suspension af fluorescerende mikrokapsler
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af forskellig sterrelse (under 5 pym eller 8-50 ym i diameter) i ledningsvand.
Til forskellige tidspunkter efter indgivelsen (0,5, 1 og 2 timer) blev musene
slaet ihjel og tyndtarmen udtaget. Tarmstykker pa 1 cm indholdende en isole-
ret Peyersk plaque blev isoleret, lumenindholdet skyllet af, kraenget ud og
lynfrosset. Der blev lavet frysesnit, som undersegtes under fluorescensmi-
kroskop med henblik pa at observere antal, beliggenhed og sterrelse af de
mikrokapsler, som fra tarmlumen var optaget i den Peyerske plaque.

Skegnt der var sket nogen indfangning af mikrokapslerne mellem villi, som
havde forhindret fiemelsen af disse ved skylningen, sas der ingen penetrati-
on ind i vaevene paandre steder end i den Peyerske plaque. Der blev obser-
veret mikrokapsler i den Peyerske plaque af den proximale, men ikke den
distale del af tyndtarmen 0,5 time efter indgivelsen. Efterhanden transpor-
teredes mikrokapslerne af de peristaltiske bevaegelser, sdledes at de efter 2
timers forleb sas gennem hele mavetarmkanalen og kunne ses i de Peyerske
plaques i ileum. De endocyterede mikrokapsler var i overvejende grad belig-
gende perifert, vaek fra apex af den Peyerske plaque-kuppel, hvilket giver
indtryk af, at fysisk indfangning mellem kuplen og tilstadende villi under peri-
staltisk bevaegelse har hjulpet til deres optagelse. Sammenligning af optagel-
seseffektiviteten af preeparatet pa <6 um versus praeparatet pa 8-50 pm vi-
ste, at mikrokapsler >10 pm i diameter ikke blev absorberet ind i de Peyerske
plaques, medens mikrokapsler pa 1-10 um i diameter biev hurtigt og selektivt
optaget. Dette antydede, at mikrokapsler bestaende af bionedbrydelige
vaegmaterialer ville udgere et effektivt middel for den malrettede indfering af
antigener til de lymforetikulzere vaev til induktion af immunitet pa slim-
hindeoverflader.

EKSEMPEL 2 - Mikrokapsler af 85:15 poly(DL-lactid-co-glycolid)

1. Optagelse af biokompatible og bionedbrydelige mikrokapsler i de Peyerske
plaques
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Grupper af mus blev via en gastrisk slange indgivet bionedbrydelige mikro-
kapsler indeholdende det fluorescerende farvestof kumarin-6 i form af en su-
spension i ledningsvand. Det til disse undersegelser valgte mikrokapsel-
vaegmateriale bestod af 85:15 poly(DL-lactid-co-glycolid) pa grund af dets
evne til at modsta signifikant bioerosion i et tidsrum pa seks uger. Til forskel-
lige tidspunkter fra 1 til 35 dage efter indgivelsen blev tre repreesentative
Peyerske plaques, de vigtigste mesenteriske lymfeknuder og milten fra indi-
viduelle mus fjernet, bearbejdet og serielle frysesnit fremstillet.

Ved betragtning under et fluorescensmikroskop med anvendelse af passen-
de excitations- og barrierefiltre udviste kumarin en dyb gren fluorescens, som
tillod visuel detektering af mikrokapsler, som var vaesentligt mindre end 1 um
i diameter. Man sa pa alle snittene, saledes at det totale antal mikrokapsler i
hvert veev eller organ kunne bestemmes. Stemrelsen af hver af de optagede
mikrokapsler blev bestemt ved anvendelse af et kalibreret okularmikrometer
og beliggenheden inden for vaevet eller organet noteret.

Optagede mikrokapsler af forskellig starrelse blev observeret i de Peyerske
plaques 24 timer efter oral administrering og til alle de undersggte tidspunk-
ter op til 35 dage som vist i tabel 1. Pa intet tidspunkt sas mikrokapsler af
nogen storrelse at penetrere ind i tarmvaevet pa andre steder end de
Peyerske plaques. Det totale antal mikrokapsler inde i de Peyerske plaques
foregedes til dag 4 og aftog derefter over de efterfelgende 31 dage til ca. 15
% af det hojeste antal.

Dette stemmer overens med den iagttagelse, at frie mikrokapsler kunne ses
pa overfladen af tarmvilli til tidspunkterne 1, 2 og 4 dage. Det er interessant,
at ca. 10 timer efter oral administerering af mikrokapselsuspensionen, kunne
de kumarinholdige mikrokapsler rent faktisk ses i de passerede feeces. Den-
ne udtemning blev fulgt ved hjeelp af en ultraviolet lyskilde, og til tiden 24 ti-
mer var starstedelen af de indtagede mikrokapsler passeret. Den fortsatte
optagelse af mikrokapsler i de Peyerske plagues, som sas pa 2. og 4. dagen
ma saledes skyldes den lille del af den indgivne dosis, som blev indfanget i
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slim mellem tarmvilli. Endvidere ma optagelseseffektiviteten for de fangede
mikrokapsler veere flere gange sterre end for de mikrokapsler, der er tilstede i
tarmlumen, men over slimiaget. Disse iagttagelser er vigtige, nar man eks-
trapolerer disse data til mennesket. Den uhyre meget starre masse af Pey-
ersk plaque-vaev og den meget leengere tid, det tager for materiale at
passere gennem den humane tyndtarm i forhold til musen, tyder p3, at effek-
tiviteten af mikrokapslernes optagelse ind i de humane Peyerske plaques vil
vaere meget starre.

Der observeredes mikrokapsler af forskellig starrelse inde i de Peyerske pla-
ques til alle de testede tidspunkter, se tabel 1. Til tidspunkterne 1, 2 og 4 da-
ge forblev andelen af mikrokapsler pa <2 um (45-47 %), 2-5 um (31-35 %) og
>5 uym (18-23 %) relativt konstant. Det var tydeligt efter 7 dage og endog me-
re tydeligt til senere tidspunkter, at der var et skift i storrelsesfordelingen, sa-
ledes at de sma (<2 ym) og mellemstore (2-5 pm) mikrokapsiler ikke laengere
dominerede, og de store (>5 um) mikrokapsler blev den talmaessigt steerkest
repraesenterede art. Dette skift var sidelgbende med nedgangen i det totale
antal mikrokapsler i de Peyerske plaques, som sas pa og efter dag 7. Disse
resultater stemmer overens med den foretrukne bevaegelse af de sma og
mellemstore stemrelser mikrokapsler fra de Peyerske plaques, medens de
store (>5 um) mikrokapsler foretrukkent bibeholdes.

Overensstemmende med den foretrukne bevaegelse af de smaog mellemsto-
re mikrokapsler ud af de Peyerske plaques er data angaende beliggenheden
af mikrokapslerne inde i strukturen af de Peyerske plaques. Nar en mikro-
kapsel sas inde i den Peyerske plaque, sas den enten at vaere forholdsvis
naer kuppelepithelet, hvor den tradte ind den Peyerske plaque (inden for 200
um) eller dybere inde i det lymfoide vaev (>200 mp fra det naermeste identifi-
cerbare kuppelepithel) (tabel 1). Mikrokapsler observeret dybt inde i det Pey-
erske plaque-vaev var naesten alle af lille eller mellemstor diameter. Pa 1.
dagen efter indgivelsen var 92 % af mikrokapsleme beliggende nzer ved kup-
pelepithelet. Andelen af dybt beliggende mikrokapsler steg gennem dag 4 til
24 % af det totale og faldt derefter med tiden til ca. 2 % pa dag 14 og senere.
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re. De sma og mellemstore mikrokapsler bevaeger sig saledes gennem og ud
af de Peyerske plaques, medens de store (>5 pm) mikrokapsler forbliver in-
den for kuppelomradet i et forlaenget tidsrum.

2. Bevaegelse af mikrokapsler til de mesenteriske lymfeknuder og milten

Der observeredes et lille antal mikrokapsler i de mesenteriske lymfeknuder
pa dag 1 efter indgivelsen, og antallet steg progressivt til og med dag 7, se
tabel 2. Efter dag 7 gik antallet ned, men var stadig paviseligt pa dag 35.
Starrelsesfordelingen viste klart, at mikrokapsler pa>5 ym i diameter ikke
kom ind i dette vaev, og den stermre andel af sma (<2 um) i forhold til mellem-
store (2-5 pm) mikrokapsler pa de tidligere tidspunkter indikerede, at mikro-
kapslerne med den mindre diameter bevaeger sig til dette vaev med storst
effektivitet. Dertil kommer, at pade tidligere tidspunkter var sterstedelen af
mikrokapsleme beliggende lige under kapslen i den subkapsulaere sinus.
Senere tidspunkter viste et skift i fordelingen til dybt inde i lymfeknudestruktu-
ren, og ved dag 14 var 90 % af mikrokapslerne beliggende inde i cortex og
de medulleere omrader. Den iagttagelse, at mikrokapsleme farst kan pavises
i eller naer den subkapsulaere sinus stemmer overens med, at de ledes ind i
dette vaev via lymfekarrene, som teammer de Peyerske plaques. En progres-
siv stigning i andelen af mikrokapsler beliggende dybt i dette vaev, let skelne-
lig pa 4. dagen, efterfulgt af et progressivt fald i det totale antal pa dag 14 og
senere, tyder pa, at mikrokapsleme fortszetter gennem dette vaev og siver ud
gennem den efferente lymfedraenage. (*)

Lignende undersagelse af milten viste, at mikrokapsler ikke var paviselige for
dag 4 efter indgivelsen. Det hejeste antal mikrokapsler sas ferst pa dag 14.
Som det var tilfeeldet for de mesenteriske lymfeknuder, sas ingen mikro-
kapsler med en diameter pa >5 pm. Til alle tidspunkter sas mikrokapslerne
dybt inde i cortex af dette organ. Det skal bemeerkes, at det starste antal mi-
krokapsler sas i milten pa et tidspunkt, hvor de fleste af mikrokapslerne i de
mesenteriske lymfeknuder 1a dybt inde, og deres samlede antal var i afta-
gende. Disse data stemmer overens med det kendte menster for lymfedree-
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nage fra de Peyerske plaques til de mesenteriske lymfeknuder og fra de me-
senteriske lymfeknuder til blodbanen via ductus thoracius. Det lader saledes
til, at de mikrokapsler, der ses i milten, er gaet igennem de Peyerske plaques
og de mesenteriske lymfeknuder og er kommet ind i miiten via blodstrem-
men.

Ved yderligere forseg blev vaevssnit fra de Peyerske plaques, mesenteriske
lymfeknuder og milten, som indeholdt absorberede 85:15 DL-PLG-
mikrokapsler undersegt ved histokemiske og immunohistokemiske teknikker.
Blandt andet viste disse undersegelser klart, at de mikrokapsler, som blev
absorberet ind i de Peyerske plaques, fandtes inde i makrofaglignende celler
farvet med periodsyre Schiff's reagens (PAS) for intracellulzer carbonhydrat,
formentlig glycogen, og for major histokompatibil'itetskompleks (MHC) klasse
Il antigen. Endvidere fandt man, at mikrokapsleme observeret i de mesente-
riske lymfeknuder generelt var fert dertil inde i disse PAS- og MHC klasse II-
positive celler. De antigenholdige mikrokapsler er saledes blevet optaget i de
Peyerske plaques ved antigenpraesenterende accessoriske celler (APC), og
disse APC har udbredt antigenmikrokapslerme til andre lymfoide vaev.

Disse data tyder pa, at kvaliteten af immunresponset induceret ved oral ind-
givelse af en mikroindkapslet vaccine kan kontrolleres ved starrelsen af par-
tiklen. Mikrokapsler <5 ym i diameter siver ud fra de Peyerske plaques inde i
APC og frigiver antigenet i lymfoide vaev, der er induktive steder for systemi-
ske immunresponser. Derimod forbliver mikrokapsler pa 5-10 ym i diameter i
de Peyerske plaques, ligeledes inden i APC, i et lzengere tidsrum og frigiver
antigenet ind i dette sigA-induktive sted.

EKSEMPEL 3 - Sammenligning af optagelse i de Peyerske plaques af mikro-
kapsler af 10 forskellige sammensaetninger

Der blev udfert forseg for at identificere de mikrokapsel-polymerexcipienser,
som ville vaere nyttige ved et praktisk indferingssystem med kontrolleret fri-
givelse, og som ville besidde de fysisk-kemiske egenskaber, der ville tillade
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malrettet absorption af mikrokapsler i de slimhindeassocierede lymforetikulae-
re vaev. Hvad angar sidstnaevnte hensyn, har forskning vist, at hydrofobe par-
tikler lettere fagocyteres af celleme i det retikuloendotheliale system. Derfor
undersegte man absorptionen i de Peyerske plaques af mikrokapsler med en
diameter pa 1-10 um fremstillet af 10 forskellige polymere spaendende over
en vis reekkevidde, hvad angar hydrofobicitet. De valgte vagmaterialer til
disse undersggelser bestod af polymerer, der varierede med hensyn til vand-
optagelse, bionedbrydelighed og hydrofobicitet. Disse polymerer omfattede
polystyren, poly(L-lactid), poly(DL-lactid), 50:50 poly(DL-lactid-co-glycolid),
85:15 poly(DL-lactid-co-glycolid), poly(hydroxysmearsyre), poly(methyl-
methacrylat), ethylcellulose, celluloseacetat-hydrogenphthalat og cellulo-
setriacetat. Mikrokapsler fremstillet af 7 ud af de 10 excipienser blev absor-
beret og sas overvejende i kuppelomradet af de Peyerske plaques 48 timer
efter oral indgivelse af en suspension indeholdende 20 mg mikrokapsler, se
tabel 3. Der sas ikke penetration af mikrosfaerer ind i andre vaev end de
Peyerske plaques. Med én undtagelse, ethylcellulose, fandtes absorptionsef-
fektiviteten at korrelere med den relative hydrofobicitet af excipienset. Der
observeredes op til 1.500 mikrokapsler i de tre repraesentative Peyerske pla-
ques fra de mus, der blev indgivet den mest hydrofobe gruppe af forbindelser
[poly(styren), poly(methylmethacrylat), poly(hydroxybutyrat)], medens 200 til
1.000 mikrokapsler blev observeret med de relativt mindre hydrofobe poly-
estere [poly(L-lactid), poly(DL-lactid), 85:15 poly(DL-lactid-co-glycolid) og
50:50 poly(DL-lactid-co-glycolid)]. Klassen af celluloseforbindelser blev ikke
absorberet.

Man har fundet, at mikrokapslernes fysisk-kemiske egenskaber regulerer
malrettetheden af mikrokapsleme gennem effektiviteten af deres absorption
fra tarmlumen af de Peyerske plaques, og at dette er et overfladefaenomen.
Derfor kan @&ndringer i mikrokapslernes overfladeegenskaber i form af kemi-
ske modifikationer af polymeren eller i form af overtraek bruges til at regulere
den effektivitet, hvormed mikrokapslerne malretter overferslen af bioaktive
stoffer til slimhindeassocierede lymfoide vaev og til APC. Eksempler pa over-
traeeksmaterialer er kemiske stoffer, polymere, antistoffer, bioadhzesiver, pro-
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teiner, peptider, carbonhydrater, lectiner og lignende af savel naturlig som
kunstig oprindelse.

ll. ANTISTOF-RESPONSER INDUCERET MED MIKROINDKAPSLEDE
VACCINER

MATERIALER OG METODER
Mus, BALB/c mus i alderen 8-12 uger blev brugt ved disse undersegelser.

Trinitrophenyl - Keyhole Limpet Hemocyanin. Hemocyanin fra keyhole limpet
(KLH) Megathura crenulate blev indkebt fra Calbiochem (San Diego, CA).
Det blev konjugeret med trinitrophenyl-hapten (TNP-KLH) under anvendelse
af 2,4,6-trinitrobenzensulfonsyre i henhold til proceduren beskrevet af Ritten-
burg og Amkraut [Rittenburg, M.B. og Amkraut A.A., "Immunogenicity of tri-
nitrophenyl-hemocyanin: Production of primary and secondary anti-hapten
precipitins”, J. Immunol. 97:421 (1966)]. Substitutionsforholdet blev spektro-
fotometrisk bestemt til at vaere TNPgg-KLH ved brug af en molaer ekstinkti-
onskoefficient pa 15.400 ved en belgelaengde pa 350 nm og anvendelse af
en 30 % korrigering for KLHs bidrag ved denne bglgeleengde.

Staphylococcus enterotoxin B vaccine. En formalinbehandlet vaccine af
Staphylococcus enterotoxin B (SEB) blev fremstillet i henhold til Warren et al.
[Warren, J.R., Spero, L. og Metzger, J.F., "Antigenicity of formalin-inactivated
staphylococcal enterotoxin B", J. Immunol. 111:885 (1973)]. Kort beskrevet
blev 1 g enterotoxin oplest i 0,4 M natriumphosphat-puffer, pH 7,5, til 2
mg/ml. Der blev tilsat formaldehyd til enterotoxinoplesningen til opnaelse af
et formaldehyd:enterotoxin molforhold pa 4300:1. Oplesningen blev anbragt i
et inkubator-rysteapparat med kontrolleret milje under langsom omrystning
ved 37 0C, og pH-vaerdien blev kontrolleret og holdt pa 7,5 + 0,1 daglig. Efter
30 dage blev toxoidet koncentreret og vasket over i borat-pufret saltoplesning
(BBS) under anvendelse af en trykfiltreringscelle (Amicon) og steriliseret ved
filtrering. Omdannelse af enterotoxin til enterotoxoid blev bekreeftet ved fra-
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veer af vaegttab i kaniner med en veegt pa 3-3,5 kg, som var injiceret intra-
muskulzert med 1 mg toxoidt materiale.

Immuniseringer. Mikroindkapslede og ikke-indkapslede antigener blev su-
spenderet i en passende koncentration i en oplesning af 8 dele filtersterilise-
ret ledningsvand og 2 dele natriumbicarbonat (7,5 % oplesning). Recipient-
musene blev fastet natten over fer indgivelse af 0,5 ml af suspensionen via
gastrisk intubation udfert med en intubationskanyle (Babb, J.L., Kiyono, H.,
Michalek, S.M. og McGheee, J.R., "LPS regulation of the immune response:
Suppression of immune response to orally-administered T-dependent anti-
gen", J. Immunol. 127:1052 (1981)]

Opsamling af biologiske veesker

1. Plasma. Blod blev efter punktering af det retro-orbitale plexus opsamiet i
kalibrerede kapilleerpipetter. Efter sterkning blev serum opsamilet, centrifu-
geret til fiemelse af rede blodceller og blodplader, varmeinaktiveret og opbe-
varet ved -70 OC indtil udfarelse af assay.

2. Tarmsekreter. Mus blev indgivet fire doser (0,5 ml) udskylningsoplasning
[25 mM NaCl, 40 mM Na;SO4, 10 mM KCI, 20 mM NaHCO; og 48,5 mM po-
ly(ethylenglycol) med en osmolaritet pad 530 mosM] med intervaller pa 15 mi-
nutter [Elson, C.O., Ealding, W. og Lefkowitz, J., "A lavage technique allo-
wing repeated measurement of IgA antibody on mouse intestinal secretions”,
J. Immunol. Meth. 67:101 (1984)]). Femten minutter efter den sidste udskyl-
ning blev musene bedevet, og efter yderligere 15 minutter blev de indgivet
0,1 mg pilocarpin ved intraperitoneal injektion. Over de nzeste 10-20 minutter
stimulerede man udtemning af tarmindholdet. Dette blev opsamlet i en petri-
skal indeholdende 3 ml af en oplasning af 0,1 mg/ml sojabsnne-trypsin-
inhibitor (Sigma, St. Louis, MO) i 50 mM EDTA, kraftigt hvirvelstremsblandet
og centrifugeret til flemelse af suspenderet stof. Supematanten blev overfort
til et polycarbonat-centrifugerar med rund bund, og der tilsattes 30 pl 20 mM
phenyimethylsulfonylfluorid (PMSF, Sigma) fer klaring ved centrifugering
med hgj hastighed (27.000 x g, 20 minutter, 4 OC). Efter klaring blev tilsat 20
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ul hver PMSF og 1 % natriumazid, og oplesningen gjort 10% i FCS til opna-
else af et altemativt substrat for eventuelt tilbagevaerende proteaser.

3. Spyt. Samtidig med tarmudtemningen secerneres et stort volumen spyt,
og 0,25 ml deraf blev ved harrgrsvirkning opsamlet i en pasteurpipette. Tyve
Hl hver

trypsininhibitor, PMSF, natriumazid og FCS blev tilsat far klaring.

4. Bronchial-alveolsere-skyllevaesker. Der opnaedes bronchial-alveolzere-
skyllevaesker ved at skylle lungerne med 1,0 ml PBS. En foderkanyle til dyr
blev indfert intratrachealt og fikseret ved binding med sutur. PBS blev indfert
og trukket ud 5 gange for at opna vaskevaesker, hvortil var sat 20 ul hver
trypsininhibitor, PMSF, natriumazid og FCS fer klaring ved centrifugering.

5. Immunokemiske reagenser. Fastfase-absorberede og affinitetsoprensede
polyklonale gede IgG antistoffer, specifikke for muse IgM, 1gG og IgA, blev
indkebt kommercielt (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, AL).
Specificiteten deraf i radioimmunassays blev testet ved deres evne til at bin-
de monoklonale antistoffer og myeloma proteiner af passende oprensning.

6. Fastfase radicimmunassays. Oprensede antistoffer blev maerket med bae-
rerfrit Na '%°1 (Amersham) ved brug af chloramin T-metoden [Hunter, W.M.,
"Radioimmunoassay” i Handbook of Experimental immunology, M. Weir
(ed.). Blackwell Scientific Publishing, Oxford, p. 14.1, (1978)]. "Immulon Re-
movawell" assay-strimler (Dynatech) blev overtrukket med TNP-konjugeret
bovin serumalbumin (BSA) eller Staphylococcus enterotoxin B i en mzengde
pa 1 yg/ml i BBS natten over ved 4 0C. Kontrolstrimler blev ikke overtrukket,
men alle strimlerne blev blokeret i 2 timer ved stuetemperatur med 1 % BSAi
BBS, der blev brugt som fortyndingsmiddel til alle prever og '®I-meerkede
reagenser. Praver af biologiske vaesker blev fortyndet pa passende vis, sat til
skyllede 3 gange vaskede replicerede brende og inkuberet 6 timer ved stue-
temperatur. Efter skyining blev 100.000 cpm '#I-maerket isotypespecifik anti-
immunglobulin sat til hver brend og inkuberet natten over ved 4 0C. Efter fjer-
nelse af ikke-bundne '®l-antistoffer ved skylning blev brendene talt i et
Gamma 5500 spektrometer (Beckman Instruments, Inc., San Ramon, CA).
Hvor det drejede sig om assays for TNP-specifikke antistoffer, blev der fore-
taget kalibreringer ved anvendelse af dobbelte fortyndingsraekker af et stan-
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dard serum (Miles Scientific, Naperville, IL) indeholdende kendte maengder
immunglobuliner pa brende overtrukket med 1 pg/brend isotypespecifikke
antistoffer. Kalibreringskurver og interpolation af ukendte blev opnaet pa
computer, idet man anvendte "Logit-log” eller "Four Parameter Logistic" BA-
SIC Technology Center (Vanderbilt Medical Center, Nashville, TN). Hvor det
drejede sig om antistoffer specifikke for Staphylococcus enterotoxin B, angi-
ves resultaterne som den reciprokke serumfortynding, der frembringer et sig-
nal, der er >3 gange sa stort som i standardblodprever ved samme fortyn-
ding ved samme fortynding (titrering til endepunkt).

A. Vaccine-mikrokapsler indgivet ved injektion
1. Adjuvant virkning bibragt ved mikroindkapsling

EKSEMPEL 1 - Adjuvant virkning bibragt ved mikroindkapsling - intraperito-
neal indgivelse

Forskning udfert i ansegernes laboratorier har vist, at mikroindkapsling med-
forer et serdeles forhgjet immunrespons over for det inkorporerede antigen
eller vaccine i talrige forsegssystemer. Et eksempel gives ved den direkte
sammenligning af maengden og isotypefordelingen af det cirkulerende anti-
stofrespons pa Staphylococcus enterotoxin B, som er arsag til Staphylococ-
cus-madforgiftning, efter immunisering med enten opleseligt eller mikroind-
kapslet enterotoxoid. Grupper af mus fik indgivet forskellige doser af toxoid-
vaccinen, enten inkorporeret i 50:50 poly(DL-lactid-co-glycolid)-mikrokapsler
eller pa opleselig form, ved intraperitoneal (IP) injektion. P4 10. og 20. dagen
efter immunisering udtog man plasmaprever, som blev assayet for anti-
toxinaktivitet ved titrering til endepunkt i isotype-specifikke radioimmunassays
(Tabel 4). Den optimale dosis oplaseligt toxoid (25 ug) udleste et generelt
darligt immunrespons over for toxinet, som kun kunne pavises i IgM-isotypen.
Derimod inducerede indgivelse af 25 ug toxoid inkorporeret i mikrokapsler
ikke blot et IgM-respons, men et IgG-respons, som var paviseligt i en plas-
mafortynding pa 1/2.500 pa dag 20 efter immunisering. Endvidere kunne der
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indgives sterre doser toxoid i mikroindkapslet form uden at nedszette sterrel-
sesordenen af responset, som det ses ved 50 g dosen af oploseligt toxoid.
Den malte frigivelse opnaet med mikrokapslerne tillader rent faktisk admini-
strering af en 4-5 gange sterre dosis uden at forarsage "high-zone"-paralyse,
hvorved opnas en betydeligt forhajet immunitet. Denne adjuvantvirkning er
endnu mere udtalt efter sekundaere (tabel 5) og tertizere (tabel 6) immunise-
ringer.

IgG responset pa anti-toxin pa dag 20 efter den sekundaere immunisering var
512 gange hgjere i mus, der modtog 50 ug mikroindkapslet toxoid, end i
mus, der modtog den optimale dosis oplaseligt toxoid. Yderligere var tertizer
immunisering med den optimale dosis opleseligt toxoid nadvendig for at
fremkalde et antistofrespons mod toxinet, som var kvivalent til det, der sas
efter en enkelt immunisering med 100 pg mikroindkapslet enterotoxoid. Der
er dokumenteret adjuvant virkning af samme sterrelsesorden for almindelige
laboratorieprotein-antigener, sasom hapteniseret keyhole limpet hemocyanin
og influenza virus-vaccine.

EKSEMPEL 2 - Adjuvant virkning bibragt ved mikroindkapsling - subcutan
indgivelse

Det foreliggende system til indferelse fandtes at vaere aktivt efter intramusku-
laer eller subcutan (SC) injektion. Dette blev undersagt ved direkte at sam-
menligne tidsforlabet og starrelsen af immunresponset efter IP og SC
injektion i grupper af mus, se tabel 7.

100 pg enterotoxoid i mikrosfaerer, indgivet ved SC injektion i 4 spunkter
langs ryggen pa mus, stimulerede et maksimalt IgG-anti-toxin-respons aekvi-
valent med det, der sas efter IP injektion. Der sas nogen forsinkelse i kinetik-
ken af anti-toxin-forekomsten. Imidlertid opnaedes der glimrende antistof-
niveauer, hvilket paviste anvendeligheden af injektion andre steder end i peri-
toneum. Efter sekundaer immunisering var IP og SC indgivelsesvejene igen
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aekvivalente, hvad angar den maksimale titer, omend det forsinkede respons
af SC indgivelsesvejen igen var tydelig, se tabel 8.

2. Mekanismen af den adjuvante virkning bibragt ved mikroindkapsling

EKSEMPEL 1 - Den adjuvante virkning bibragt ved mikroindkapsling er ikke
et resultat af en i polymeren intrinsisk adjuvant virkning.

Ved overvejelse af den mekanisme, hvorved DL-PLG mikrosfaerer pa 1-10
pm formidler et potenseret humoralt immunrespons pa det indkapslede anti-
gen, ma tre mekanismer overvejes som muligheder. For det ferste kan den
kroniske frigivelse over et fangt tidsrum (depot) sammenlignet med en bolus-
dosis af ikke-indkapslet antigen spille en rolle ved immunforsteerkning. For
det andet har forseg udfert af ansegerne vist, at mikrosfeerer af denne star-
relsesorden let fagocyteres af antigenbearbejdende og -praesenterende cel-
jer. Derfor ma malrettet indfering af en forholdsvis stor dosis af ikke-nedbrudt
antigen direkte i de celler, der er ansvarlige for initieringen af immun-
responser pa T celle-afhaengige antigener ogsa overvejes. For det tredie kan
mikrokapsleme have intrinsisk immunpotenserende virkning gennem deres
evne til at aktivere celler i immunsystmet pa en made, der er analog til adju-
vanser, sasom bakterie-lipopolysaccharid eller muramyl-di-peptid. Immunpo-
tensering ved sidstnaevnte mekanisme er karakteristisk ved, at den ud-
trykkes, nar adjuvanset indgives sammen med antigenet.

For at undersege, om mikrosfaerer er i besiddelse af en iboende adjuvant
virkning, som overferes gennem disse partiklers evne til pa uspecifik vis at
aktivere immunsystemet, sammenlignede man antistofresponset pa 100 ug
mikroindkapslet enterotoxoid med det antistofrespons, der induceredes efter
indgivelse af en lige sa stor dosis enterotoxoid blandet med placebo-
mikrosfaerer, der ikke indeholdt antigen. De forskellige antigenformer blev
indgivet ved I[P injektioner til grupper pa 10 BALB/c mus, og de enteroto-
xinspecifikke IgM- og lgG-antistofresponser i plasma bestemt ved endepunkt-
titrerings-RIA, se tabel 9.
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Plasma-antistofresponset pa en bolusinjektion af den optimale dosis af ople-
seligt enterotoxoid (25 pg) var generelt darligt og bestod i en maksimal igM-
titer pa 800 pa dag 10 og en maksimal IgG-titer pa 800 pa dag 20. Indgiveise
af en lige sa stor dosis mikroindkapslet enterotoxoid inducerede et steerkt
respons i bade IgM- og IgG-isotyperne, som stadig var i stigning pa 30. da-
gen efter immunisering. Samtidig indgivelse af oplaseligt enterotoxoid og en
dosis placebo-mikrosfaerer af samme veegt, storrelse og sammensaetning
som dem, der blev anvendt til indgivelse af indkapslet antigen, inducerede
ikke et antitoxinrespons i plasma, som var signifikant hsjere end det, der in-
duceredes af opleseligt antigen alene. Dette resultat zendreres ikke ved ind-
givelse af det opleselige antigen 1 dag far eller 1, 2 eller 5 dage efter place-
bo-mikrosfaereme. Saledes indikerer disse data, at den immunpotensering,
der udtrykkes ved indgivelse af antigen i 1-10 ym DL-PLG mikrosfeerer, ikke
er en funktion af mikrosfaerernes evne til intrinsisk at aktivere immun-
systemet. Materialet stemmer snarere overens med forekomsten af en de-
potvirkning, malrettet indfering af antigenet i antigen-preesenterende acces-
soriske celler eller en kombination af disse to mekanismer.

EKSEMPEL 2 - Forsinkelse af hastigheden af antigenfrigivelse fra 1-10 pm
mikrokapsiler foreger starrelsen af antistofresponset og forsinker tidspunktet
for det maksimale respons.

Fire enterotoxoidholdige mikrokapselpreeparater med forskellige hastigheder
for antigenfrigivelse blev sammenlignet for deres evne til at inducere et anti-
toxinrespons i plasma efter IP injektion. Hastigheden af antigenfrigivelsen af
mikrokapsierne anvendt i denne undersggelse er en funktion af to mekanis-
mer: diffusion gennem poreme i vaegmatrix og hydrolyse (bioerosion) af
vaegmatrix. Portionerne nr. 605-026-1 og nr. 514-140-1 har forskellig begyn-
delseshastighed for frigivelse gennem poreme efterfulgt af et andet frigivel-
sestrin, som er en funktion af deres nedbrydning ved hydrolyse. | modsaet-
ning dertil er portioneme nr. 697-143-2 og nr. 928-060-00 fremstillet med en
teet ensartet matrix af vaegmateriale, der kun har lille frigivelse gennem po-
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reme, og deres frigivelse er i det vaesentlige en funktion af den hastighed,
hvormed vaegmaterialemne hydrolyseres. Dog er disse to sidstnavnte portio-
ner forskellige, hvad angar forholdet mellem lactid og glycolid, som mikro-
kapslerne bestar af, og den sterre modstand over for hydrolyse, som ses for

85:15 DL-PLG medfarer en lavere hastighed for frigivelse af enterotoxoid.

Immunresponset induceret af portion nr. 605-026-1 (60 % frigivelse efter 48
timer) ndede en maksimal IgG-titer pa6.400 pa dag 20 (tabel 10). Portion nr.
514-140-1 (30 % frigivelse efter 48 timer) stimulerede IgG-antistoffer, der
0gsa nadede et maksimum pa dag 20, men som forefandtes i en hgjere kon-
centration bade pa dagene 20 og 30.

Immunisering med portion nr. 697-143-2 (10 % frigivelse efter 48 timer) farte
til maksimale niveauer af IgG-antistof pa dagene 30 og 45, som var betyde-
ligt hejere (102.400) end dem, der induceres af begge portioner med tidlig
frigivelse. Yderligere forsinkelse af hastigheden af antigenfrigivelse ved at
anvende et forhold pa 85:15 mellem lactid og glycolid, portion nr. 928-060-00
(0 % frigivelse efter 48 timer) forsinkede de maksimale antistofniveauer indtil
dagene 45 og 60, men der sas ingen yderiigere foragelse af immunpotense-
ring.

Disse resultater stemmer overens med en forsinket og vedvarende frigivelse
af antigen til stimulering af et starre antistofrespons. Imidlertid tyder visse
aspekter af responsmensteret induceret af disse forskellige mikrosfeerer pa,
at en depotvirkning ikke er den eneste immunpotenseringsmekanisme. Jo
hurtigere den ferste frigivelse er, jo lavere er den maksimale antistoftiter.
Disse resultater stemmer overens med en model, hvor antigen frigivet inden
for de farste 48 timer via diffusion gennem porerne, ikke er mere effektivt end
indgivelse af oplgseligt antigen. Signifikant forsinkelse ved starten af frigivel-
se for at tillade tid til fagocytose af mikrosfeererne af makrofager tillader effek-
tiv bearbejdning og praesentering af antigenet, og sterrelsen af det resulte-
rende respons styres af den maengde antigen, der feres ind i de praesente-
rende celler. Imidlertid ferer forsinkelse af antigenfrigivelse ud over det punkt,
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hvor alt antigenet er fort ind i de preesenterende celler, ikke til yderligere po-
tensering af responset, det forsinker kun tidspunktet for det maksimale ni-
veau.

2. Pulserende frigivelse af vacciner fra mikrokapsler til programmeret for-
staerkning efter en enkelt injektion

Nar man ved injektion modtager en vaccine, er to, tre eller flere indgivelser af
vaccinen nedvendige for at fremkalde et godt imunrespons. Typisk gives den
forste injektion til opnaelse af et primaert respons, den anden injektion gives
til opnaelse af et sekundeert respons, og en tredie injektion gives til opnaelse
af et tertizert respons. Multiple injektioner er ngdvendige, fordi der kraeves
gentagen reaktion mellem antigenet og immunsystemets celler til stimulering
af et steerkt immunologisk respons. En patient ma derfor efter modtagelse af
den ferste vaccineinjektion igen hen til lzegen flere gange for at modtage den
anden, tredie og efterfalgende injektioner til opnaelse af beskyttelse. Ofte
returnerer patienter aldrig til lzegen for at fa de efterfelgende injektioner.

Vaccinepraeparatet, som injiceres i en patient, kan bestaaf et antigen i forbin-
delse med et adjuvans. Et antigen kan for eksempel vaere bundet til alun.
Ved den ferste injektion er brugen af antigen/adjuvans-kombinationen vigtig,
derved at adjuvanset hjzlper til at stimulere et immunrespons. Ved den an-
den og tredie injektion forbedrer indgivelsen af antigenet kroppens immunre-
spons pa antigenet. Den anden og tredie indgivelse eller efterfalgende indgi-
velser kraever imidlertid ikke nedvendigvis et adjuvans.

Alza corporation har beskrevet metoder til kontinuerlig frigivelse af et antigen
og et immunforstaerkende middel (adjuvans) til stimulering af et immunre-
spons (US patentskrift nr. 4 455 142). Den foreliggende opfindelse adskiller
sig pa mindst to vigtige mader fra Alzas patent. For det farste kraeves der
ikke et immunforstaerkende middel til at forege immunresponset, og for det
andet frigives antigenet ikke kontinuerligt fra indferingssystemet.
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Den foreliggende opfindelse angar formulerering af en vaccine (antigen) in-
deholdt i mikrokapsler (eller mikrosfaerer), hvorved antigenet indkapsles i
bionedbrydelige polymerer, sasom poly(DL-lactid-co-glycolid). Mere specifikt
fremstiller man forskellige vaccinemikrokapsler, som derpa blandes, saledes
at en enkelt injektion af blandingen af vaccinekapsler forager det primaere
immunrespons og derefter pa senere tidspunkter indferer antigen pa en pul-
serende made til opnaelse af sekundare, tertizere og efterfalgende respon-
ser.

Blandingen af mikrokapsler bestar af sma og store mikrokapsler. De sma
mikrokapsler, der er mindre end 10 pm, foretrukket mindre end 5 pm, eller
mere foretrukket 1-5 pm, potenserer det primaere respons (uden at et adju-
vans er nedvendigt), fordi de sma mikrokapsler paeffektiv vis genkendes og
optages af makrofager. Mikrokapslerne inde i makrofagerne frigiver derpa
antigenet, som dernzest bearbejdes og preesenteres pa overfladen af makro-
fagen til opnaelse af det primaere respons. De sterre mikrokapsler, der er
sterre end 5 pm, foretrukket sterre end 10 um, men ikke sa store, at de ikke
kan indgives ved for eksempel injektion, foretrukket mindre end 250 pym, er
fremstillet af forskellige polymere, sdledes at de bionedbrydes med forskellig
hastighed, de frigiver antigen pa en pulserende made.

Ifelge den foreliggende opfindelse er sammenszaetningen af antigenmikro-
kapslerne til det primaere respons dybest set den samme som sammensaet-
ningen af antigenmikrokapslerne anvendt til det sekundeere, tertizere og efter-
falgende responser. Det vil sige, antigenet er indkapslet i den samme klasse
af bionedbrydelige polymere. Antigen mikrokapslernes sterrelse og egenska-
beme til pulserende frigivelse maksimerer immunresponset pa antigenet.

De foretrukne bionedbrydelige polymerer er sadanne, hvis bionedbryd-
ningshastigheder kan varieres ved blot at aendre forholdet meliem deres mo-
nomere, for eksempel poly(DL-lactid-co-glycolid), saledes at antigenmikro-
kapsler anvendt til det sekundaere respons bionedbrydes hurtigere end anti-
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genmikrokapsler anvendt til efterfelgende responser, hvorved fas pulserende
frigivelse af antigenet.

Sammenfattende kan siges, at ved at kontrollere starrelsen af mikrokapsler
af stort set samme sammensaetning kan man maksimere immunresponset pa
et antigen. Det er ogsa af vigtighed at have sma mikrokapsler (mikrokapsier
med en sterrelse mindre end 10 um, foretrukket mindre end 5 pm, mest fore-
trukket 1-5 pm) i blandingen af antigenmikrokapsler med henblik pa at mak-
simere det primaere respons. Anvendelsen af et immunforstaerkende ind-
faringssystem, sdsom sma mikrokapsler, bliver endog mere vigtigt, nar man
forseger at fremkalde et immunrespons pa mindre immunogene forbindelser,
sasom draebte vacciner, subunit-vacciner, lav-molekylvaegt vacciner, sasom
peptider, og lignende.

EKSEMPEL 1 - Samtidig indgivelse af fri og mikroindkapslet vaccine.

Man undersggte en japansk Encephalitis virus vaccine (Biken). Den anvend-
te virus er et produkt fremstillet af Research Foundation for Microbial Disease
of Osaka University, Suita, Osaka, Japan. Fabrikanten anbefaler en
immuniseringsserie med tre doser bestaende af to vaccinedoser indgivet
med 1-2 ugers mellemrum efterfulgt af indgivise af en tredie vaccinedosis
indgivet 1 maned efter den indledende immuniseringsserie. Ansggerne har
sammenlignet det antivirale immunrespons i mus immuniseret med et
standardprogram pa 3 doser JE-vaccine med det antivirale respons i mus
immuniseret med en enkelt indgivelse af JE-vaccine bestadende af 1 del
vindkapslet vaccine og 2 dele indkapslet vaccine. JE-mikrokapsleme var >10
pum. Resultatet af immunisering af mus med JE-vaccine ved disse to metoder
blev sammenlignet ved at male antistoftiteme i serum over for JE-vaccine
pavist ved et ELISA-assay. ELISA-assay maler tilstedevaerelsen af serum-
antistoffer med specificitet for JE-vaccinekomponenter, men det maler
imidlertid ikke maengden af tilstedevaerende virusneutraliserende antistof i
serum. Den virusneutraliserende antistofaktivitet blev derfor malt ved virus
cytopatisk effekt (CPE) inhibitionsassay og virus plaque reduktionsassay.
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assay og virus plaque reduktionsassay. Resultateme af disse assays gives i
det felgende.

Der blev undersegt fire forsegsgrupper bestaende af

(1) ubehandlede kontrolmus, der ikke immuniseres,

(2) mus, der far 3,0 mg JE-vaccine (uindkapslet) pa dag 0,

(3) mus, der far 3,0 g JE-vaccine (uindkapslet) pa dagene 0, 14 og 42 (stan-
dardskema), og

(4) mus, der far 3,0 mg JE-vaccine (uindkapslet) og 3,0 mg JE-vaccine (ind-
kapslet) pa dag 0.

De ubehandiede kontroller giver baggrundstitere for virusneutralisering, imod
hvilke immuniserede dyr kan sammenlignes. Dyrene, der modtager en enkelt
3,0 mg dosis JE-vaccine pa dag 0, giver baggrundstitere for neutralisering,
imod hvilke dyr, der modtager uindkapslet vaccine sammen med indkapslet
vaccine, kan sammenlignes. Denne sammenligning giver bevis for, at indgi-
velsen af indkapslet vaccine foreger immuniseringspotentialet af en enkelt
3,0 mg dosis uindkapslet vaccine. Dyrene, der far 3 doser uindkapslet vacci-
ne, er kontroller, imod hvilke den indkapslede vaccinegruppe kan sammen-
lignes med henblik pa at dokumentere evnen af en enkelt injektion bestdende
af bade ikke-indkapsiet og indkapslet vaccine til at danne antiviral aktivitet,
der er sammenlignelig med et standardimmuniseringsskema med 3 doser.

Serumprever indsamlet pa dagene 21, 49 og 77 fra 10 dyr i hver forsegs-
gruppe blev testet for deres evne til at inhibere de cytopatiske virkninger in-
duceret ved en standard challenge (100 TCIDsg) med JE-virus. Resultaterne
af CPE-inhibitionsassays, udtrykt som den hgjeste serumfortynding, der er i
stand til at inhibere 50 % af viral CPE, er vist i tabel 11. Som det ses, havde
de ubehandlede kontroldyr (gruppe 1) pa ingen af de undersggte tidspunkter
nogen signifikant virusneutraliserende aktivitet i serum. Af de 10 dyr, der fik
en enkelt 3,0 mg dosis JE-vaccine pa dag 0 (gruppe 2), udviklede et af dem
ikke noget paviseligt virusneutraliserende antistof. Blandt de resterende 9
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mus var den hgjeste titer 254, som sas pa dag 49. Den geometriske antivira-
le middeltiter for denne forsegsgruppe toppede pa dag 49. Ud af de 10 dyr,
der fik et standardprogram bestaende af tre vaccinedoser (gruppe 3), havde
8 en nedgang i antistofaktivitet fra dag 49 til dag 77. Den geometriske mid-
deltiter for denne gruppe gik ned med over 50 % fra dag 40 til dag 77. Alle 10
dyr, der fik indkapslet JE-vaccine (gruppe 4), udviklede antiviral aktivitet i se-
rum. Den geometriske middeltiter for denne gruppe steg fra dag 21 til dag 77.
Den gennemsnitlige titer pa dag 49 i denne gruppe var signifikant lavere end
for gruppen, der fik 3 vaccinedoser (gruppe 3) (p = 0,006); imidlertid fortsatte
titeren med at stige fra dag 49 til dag 77, hvilket var i modsaetning til gruppe
3. Der var ingen signifikant forskel i den gennemsnitlige titer for disse to
grupper i preverne fra dag 77 (p = 0,75), hvilket tyder péa, at gruppen, der fik
den indkapslede vaccine, opnaede sammenlignelige antivirale titere i serum
pa dag 77. Til forskel fra de dyr, der havde faet 3 vaccinedoser (gruppe 3),
fortsatte de dyr, der havde modtaget indkapslet vaccine (gruppe 4), med at
udvise stigninger i virusneutraliserende aktivitet i serum hen igennem de un-
dersggte tidspunkter. | modsaetning til den standard vaccinebehandlede
gruppe havde mus, der fik indkapslet JE-vaccine, en 2-fold stigning i den
gennemsnitlige neutraliserende titer i serum fra dag 49 til dag 77. Den gen-
nemsnitiige antivirale titer fra mus, der fik mikroindkapslet vaccine, var ikke
signifikant forskellig fra gennemsnitstiteren pa dag 21 for mus, der fik en en-
kelt dosis JE-vaccine pa dag 0 (p = 0,12); imidlertid var gennemsnitstiterne
pa dag 49 og dag 77 signifikant forskellige for de to grupper (henholdsvis p =
0,03 og p = 0,03). Disse data tyder pa, at virusneutraliserende titere i serum,
der ligner dem dannet ved standard vaccineindgivelse, kan opnas ved indgi-
velse af en enkelt dosis indkapslet JE-vaccine. Skent de antivirale titere op-
naet med den ved denne undersggelse anvendte excipiensformulering ikke
steg sa hurtigt som dem opnaet ved standard vaccinen, s ndede den neu-
traliserende antistofaktitivitet i serum op pa titere, som er sammenlignelige
med dem opnédet med standard 3-dosis vaccineprogrammet.

For yderligere at bekreefte disse resultater fremstillede man for hver forsags-
gruppe pulje-prever ved at blande lige store volumener af hver serumprave.




10

15

20

25

30

DK 175960 B1

33

Disse prover blev overgivet til et uafhaengigt laboratorium til bestemmelse af
antiviral aktivitet. Proverne blev testet ved plaque-reduktionsassay imod en
standard JE-virus "challenge”. Resultaterne af disse assays (se tabel 12)
underbygger de oven for beskrevne resultater. Selvom dyrene, der fik ind-
kapslet vaccine, ikke naede op pamaksimale titere lige sa hurtigt, som det
var tilfeeldet for standard vaccinegruppen, sa inducerede den indkapslede
vaccine sammenlignelig virusneutraliserende antistofaktivitet. Endvidere op-
retholdt den indkapslede vaccine en hgjere antiviral titer over et leengere tids-
rum end tilfeeldet var for standardvaccinen. Disse resultater underbygger
yderligere den konklusion, at en enkelt indgivelse af mikroindkapslet vaccine
kan frembringe resultater, der er sammenlignelige med dem opnaet med et
3-dosis standardvaccineprogram.

EKSEMPEL 2 - Samtidig indgivelse af vaccinemikrokapsler med en storrelse
pa <10 um og >10 ym

En fordel ved indferingssystemet med copolymer-mikrokapsler er evnen til at
kontrollere den tid og/eller hastighed, hvormed det inkorporerede materiale
frigives. Med vacciner muligger dette planieegning af frigivelse af antigen for
maksimering af antistofresponset efter en enkelt indgivelse. Blandt de mulige
mader til frigivelse, som ville forventes at forbedre antistofresponset pa en
vaccine, er pulserende frigivelse (analog til konventionelle forstaerkende im-
muniseringer).

Muligheden for at bruge pulserende frigivelse blev undersegt ved til grupper
af mus subcutant at indgive 100 pg enterotoxoid, enten i 1-10 ym (50:50 DL-
PLG, 1,51 vaegt-% enterotoxoid), 20-125 um (50:50 DL-PLG, 0,64 veegt-%
enterotoxoid) eller i en blanding af 1-10 pm og 20-125 um mikrokapsler, i
hvike lige dele af enterotoxoidet var indeholdt i hvert starrelsesomrade.
Gruppeme af mus fik udtaget blodprever med intervaller pa 10 dage, og
plasma IgG responseme blev bestemt ved titrering til endepunkt i isotype-
specifikke radioimmunassays under anvendelse af fastfase-absorberet ente-
rotoxin (figur 1). Efter indgivelse af de 1-10 uym enterotoxoidmikrokapsler,
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kunne plasma IgG-responset spores pa dag 10, det steg til en maksimal titer
pa 102.400 pa dagene 30 og 40 og faldt til dag 60 til 25.600. | modsaetning
dertil forsinkedes responset pa toxoidet indgivet i 20-125 pm mikrokapsler
indtil dag 30 og steg derefter til en titer pa 51.200 padagene 50 og 60. Den
samtidige indgivelse af lige dele af toxoidet i 1-10 ym og 20-125 ym mikro-
kapsler frembragte et IgG-respons, som i de ferste 30 dage i det veesentlige
var det samme som det, der stimuleredes ved 1-10 pm mikrokapslerme indgi-
vet alene. Imidlertid steg det malte respons fra dag 40 i musene, der modtog
samtidig indgivelse af 1-10 uym plus 20-125 ym mikrokapsler, konstant til en
titer pa 819.200 pa dag 60, et niveau, der 1d meget hojere, end de additive
mangder af responseme induceret af de to starrelser indgivet hver for sig.

Det ved samtidig indgivelse af 1-10 um og 20-125 pm enterotoxoidholdige
mikrokapsler opnaede antistofrespons svarer til en 2-faset (pulserende) frigi-
velse af antigen. Den farste puls hidrerer fra vaevshistiocyternes hurtige op-
tagelse og fremskyndede nedbrydning af 1-10 um partiklerne, hvilket skyldes
disse accessoriske cellers effektive opfyldning med heje koncentrationer af
antigenet, der farer til et potenseret primaert immunrespons, samt sandsyn-
ligvis deres aktivering. Den anden fase af antigenfrigivelsen skyldes bioned-
brydningen af 20-125 pm mikrokapsler, som er for store til at blive optaget af
fagocytotiske celler. Denne anden puls af antigen frigives i en forbehandlet
vaert og stimulerer et anamnetisk immunrespons. Ved at anvende 50:50 DL-
PLG-copolymeren, kan der saledes konstrueres et system til indfering af
vaccine bestaende af en enkelt injektion, som potenserer antistofresponser
(1-10 um mikrokapsler), og som kan indfere en tidstilpasset og langvarig se-
kundeer forstzerkende immunisering (20-125 um mikrokapsler). Dertil kom-
mer, at det ved aendring af forholdet mellem de copolymere er muligt at frem-
stille preeparater, som har endog senere frigivelse, med henblik pa at tilveje-
bringe tertizere eller endog kvaternzere forsteerkende frigivelser, uden ned-
vendigheden af yderligere injektioner.

Der eksisterer derfor flere mulige fremgangsmader til vaccinering med de
injicerbare mikrokapsler ifelge den foreliggende opfindelse. Blandt disse er
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multiple injektioner af sma mikrokapsler, fortrinsvis 1-5 pm, som vil blive op-
slugt af makrofager og fierne behovet for immunpotenserende midler, savel
som blandinger af frit antigen til et primezert respons kombineret med mikro-
indkapslet antigen i form af mikrokapsler med en diameter pa 10 ym eller
derover, som frigiver antigenet pulserende til potensering af sekundaere og
tertizere responser og tilvejebringer immunisering med en enkelt indgivelse.
Der kan ogsa anvendes en kombination af smamikrokapsler til et primaert
respons og starre mikrokapsler til sekundzere og senere responser, hvorved
fiemes behovet for bade immunpotenserende midler og multiple injektioner.

B. Oralt administrerede vaccine-mikrokapsler

EKSEMPEL 1 - Oralt administrerede mikrosfaerer indeholdende TNP-KLH
inducerer samtidige cirkulerende antistof- og slimhindeantistofresponser pa
TNP.

Mikrokapsler indeholdende det hapteniserende proteinantigen trinitrophenyi-
keyhole limpet hemocyanin (TNP-KLH) blev fremstillet med 50:50 DL-PLF
som excipiens. Disse mikrokapsler blev adskilt efter sterrelse, og til bedem-
melse udvalgte man dem med en diameter af sterrelsesordenen 1-5 pm.
Disse mikrokapsler indeholdt 0,2 vaegt-% antigen. Deres evne til at fungere
som et effektivt system til indfering af antigen ved indtagelse blev testet ved
at indgive 0,5 ml af en 10 mg/ml suspension (10 pg antigen) i bicarbonat-
pufret sterilt ledningsvand via gastrisk intubation pa 4 efter hinanden felgen-
de dage. Til sammenligning blev en anden gruppe mus sideleabende hermed
oralt immuniseret med 0,5 ml af en oplgsning indeholdende 20 pg/ml uind-
kapslet TNP-KLH. Kontrolmus blev oralt indgivet fortyndingsmiddel alene.

Pa dagene 14 og 28 efter den sidste immunisering, udtog man serum, spyt
og tarmsekreter fra 5 fastede mus i hver gruppe. Disse praver blev testet ved
isotypespecifikke radioimmunassays til bestemmelse af maengden af TNP-
specifikke og totale antistoffer af isotyperne IgM, 1gG og IgA (tabel 13). Spyt-
og tarmsekretpreverne indeholdt antistoffer, som naesten uden undtagelse
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tilherte IgA-klassen. Disse resultater stemmer overens med tidligere under-
segelser og viser, at de procedurer, der bruges til opsamling af disse sekre-
ter, ikke medforer kontaminering med serum. Ingen af immuniseringspro-
grammeme forte til signifikante aendringer i de totale immunglobulinmeengder
i nogen af de testede vaesker. | simuleret immuniserede kontrolmus sas lave,
men paviselige maengder af naturligt forekommende anti-TNP antistoffer af
isotyperne IgM og IgG i serum og af isotypen IgA i serum og tarmsekreter.
Indgivelse af 30 pg mikroindkapslet TNP-KLH i lige store doser over 3 pa
hinanden felgende dage forte imidlertid til fremkomsten af en signifikant
mangde antigenspecifikke IgA antistoffer i sekreteme og af alle isotyper i
serum pa dag 14 efter immunisering (se den sidste sgjle i tabel 13). Disse
antistofmaengder var steget yderligere pa dag 28. Oral indgivelse af den
samme meangde uindkapslet antigen var derimod i alle de testede vaesker
virkningsles til inducering af specifikke antistoffer af nogen isotype.

Disse resultater er bemaerkelsesvaerdige i flere henseender. For det forste
induceres en signifikant maengde antigenspecifikke IgA-antistoffer i serum og
slimhindesekreter, et respons, der er lavt eller fravaerende efter de alminde-
ligt anvendte systemiske immuniseringsmetoder. Det kan derfor forventes, at
denne immuniseringsmetode farer til signifikant foraget immunitet pa slim-
hinder, som er indgangsstedet eller det patologiske sted for et antal bakteriel-
le og virale patogener. For det andet var det mikroindkapslede antigenpree-
parat et effektivt immunogen ved oral indgivelse, hvorimod den samme
maengde uindkapslet antigen ikke havde en sadan virkning. Saledes forte
mikroindkapsling til en dramatisk foregelse af virkningsgraden pa grund af
malrettethed mod og foraget optagelse af de Peyerske plaques. For det tre-
die lader det til, at den induktive fase af immunresponset er af lang varighed.
Hvor systemisk immunisering med proteinantigener i fraveer af adjuvanser er
karakteristisk ved at give en maksimal antistofmaengde inden for 7 til 14 da-
ge, var de ved oralt administrerede antigenholdige mikrokapsler inducerede
responser hejere pa dag 28 end pa dag 14. Dette tyder pa, at bionedbryd-
ning af veegmaterialeme og frigivelse af antigenet sker over et leengere tids-
rum og saledes inducerer et respons af laengere varighed.
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EKSEMPEL 2 - Oralt administrerede mikrokapsler indeholdende SEB-toxoid
inducerer sidelebende cirkulerende og slimhinde anti-SEB-toxin-antistoffer.

De ovenfor praesenterede resultater, som viser, at (a) mikroindkapsling bi-
bringer staerk adjuvansvirkning, og (b) mikrokapsler med en diameter pa <5
um spredes til de mesenteriske lymfeknuder og milten efter at veere ledt ind
gennem de Peyerske plaques, tyder pa, at det ville vaere muligt at inducere
et systemisk immunrespons ved oral immunisering med vaccine, der er in-
korporeret i bionedbrydelige mikrokapsler af passende starrelse. Denne mu-
lighed blev bekraeftet ved forseg, hvori grupper af mus blev immuniseret med
100 um Staphylococcus enterotoxoid B i oplaselig form eller indlejret i mikro-
kapsler med en excipiens bestaende af 50:50 DL-PLG. Disse mus blev tre
gange med et mellemrum pa 30 dage via et gastrisk rer indgivet det opleseli-
ge eller mikroindkapslede toxoid, og man udtog plasmaprever pa dagene 10
og 20 efter hver immunisering. Tabel 14 viser titreringer til endepunkt af IgM
og IgG antitoxinresponser i plasma til tiden 20 dage efter de primeere, sekun-
deere og tertizere orale immuniseringer.

Mus, der fik vaccinen inkorporeret i mikrokapsler, udviste en konstant stig-
ning i toxinspecifikke antistoffer i plasma ved hver immunisering, mens ople-
seligt enterotoxoid var virkningslest. | dette forseg anvendtes mikrokapsler
fra samme portion som forsagene vist i tabel 4, 5 og 6, og det blev udfert og
assayet parallelt med disse forsgg. Derfor viser disse data direkte, at oral
immunisering med mikroindkapslet Staphylococcus enterotoxoid B er mere
effektivt til inducering af et antitoxinrespons i serum end den parenterale in-
jektion af det oplaselige enterotoxoid i optimal dosis.

Man undersagte det sekretoriske IgA-respons i de samme grupper af mus.
Man reesonnerede, at egenskaberne ved denne portion enterotoxoidholdige
mikrokapsler, en heterogen sterrelsesorden fra <1 pym til ca. 10 uym, gjorde
det sandsynligt, at en del af mikrokapslerne frigav toxoidet, mens de var fixe-
rede i de Peyerske plaques. Pa dagene 10 og 20 efter den tertisere orale




10

15

20

25

30

DK 175960 B1

38

immunisering udtog man derfor prever af spyt og tarmskylninger og assaye-
de disse for toxinspecifikke antistoffer af IgA-isotypen (tabel 15). | modsaet-
ning til det oplaselige toxoids manglende evne til at fremkalde et respons ved
oral indgivelse, farte indtagelse af en lige sa stor maengde af toxoidvaccinen
inkorporeret i mikrokapsler til et betydeligt sigA-antitoxoidrespons i bade spyt
og tarmsekreter. Det skal papeges, at tarmsekreterne fra hver mus fortyndes
til totalt 5 ml under opsamlingen. Skent det er svaert at bestemme den praeci-
se fortyndingsfaktor, som herved paferes det opsamlede materiale, kan man
med sikkerhed antage, at slgA-koncentrationen er mindst 10 gange hejere i
det slim, som tarmen er badet i, og dette er ikke indregnet i de her viste ma-
linger.

Disse data viser klart virkningsgraden af mikroindkapslet enterotoxoid til ved
oral indgivelse at inducere et slgA-antitoxinrespons i savel tarmen som en
slimhinde beliggende fjernt derfra. Endvidere er det ved brug af en blanding
af mikrokapsler med en diameter i sterrelsesordenen fra <1 til 10 um muligt
at inducere dette slimhinderespons sidelgbende med et staerkt cirkulerende
antistofrespons. Dette tyder pa, at en reekke vacciner kan geres bade mere
effektive og mere bekvemme at indgive ved brugen af mikroind-
kapslingsteknologi.

C. Vaccinemikrokapsler indgivet intratracheait

EKSEMPEL 1 - Intratrachealt indgivne mikrokapsler indeholdende SEB to-
xoid inducerer samtidigt cirkulerende og slimhinde antitoxin-antistoffer.

Follikulzere lymfatiske aggregater i lighed med de Peyerske plaques i mave-
tarmkanalen findes i de slimhindeassocierede lymfoide veev, der ses belig-
gende andre anatomiske steder, sasom luftvejene. Deres funktion har lighed
med funktionen af de Peyerske plaques, idet de absorberer materiale fra lu-
men af lungerne og er induktive steder for antistofresponser, der er karakteri-
seret ved en stor andel af sigA. Det blev undersggt om der var mulighed for
at immunisere gennem de bronchialassocierede lymfoide vaev. Grupper af
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mus fik direkte ind i trachea indgivet 50 ul PBS indeholdende 50 ug SEB to-
xoid i enten mikroindkapslet eller ikke-indkapslet form. P& dagene 10, 20, 30
og 40 efter immuniseringen blev der opsamlet praver af plasma, spyt, tarm-
skylninger og bronchial-alveolzaere skylninger.

Assay af plasmaprevemne for antitoxinspecifikke antistoffer viste, at indgivel-
se af frit SEB toxoid ikke ferte til induktion af et paviseligt antistofrespons i
nogen af isotyperne (tabel 16). | modszetning hertil udieste intratracheal ind-
drypning af en lige sa stor dosis mikroindkapslet SEB vaccine toxinspecifikke
antistoffer af alle isotyper. Dette respons ndede maksimale niveauer pa dag
30 og blev opretholdt til dag 40 med IgM-, 1gG- og IgA-titere pa henholdsvis
400, 51.300 og 400.

| lighed med de i plasma observerede responser induceredes der toxinspeci-
fikke antistoffer i bronchial-alveole-skylningeme af det mikroindkapslede to-
xoid, men ikke af den ikke-indkapslede vaccine (tabel 17). Kinetikken af
fremkomsten af antitoxin-antistofferne i de bronchiale sekreter var noget for-
sinket i forhold til plasmaresponset derved, at responset pa dag 20 kun pavi-
stes i IgG-isotypen og var lavt i sammenligning med de senere opnaede pla-
teau-mzengder. Der opnaedes imidlertid maksimale titere af IgG- og IgA-
antitoxin-antistoffer (henholdsvis 1.280 og 320) pa dag 30, som opretholdtes
til dag 40. Der pavistes ingen antistoffer af klassen IgM i bronchial-alveole-
skylningerne ved brug af denne immuniseringsmetode, et resultat der stem-
mer overens med fravaeret af igM-secernerende plasmaceller i lungerne og
den manglende evne af dette store antistofmolekyle til at transudere fra se-
rum gennem molvaegtsafskeeringen pa 200.000, som udgeres af den kapil-
leer-alveoleere membran.

Disse date viser, at mikroindkapsling frembragte immunrespons over for
SEB-toxoid-antigenet efter indgivelse i luftvejene, mens det ikke-indkapslede
antigen var virkningslest. Dette respons sas bade i cirkulationen og i de se-
kreter, der bader Iuftvejene. Det skal bemeaerkes, at denne immuniseringsme-
tode var effektiv til inducering af antistoffer af klassen IgA. Dette antistof er




10

15

20

25

30

DK 175960 B1

40

formentlig produktet af lokal syntese i de evre luftveje, et omrade, der ikke er
beskyttet af antistoffer af klassen IgG, som ledes ind i den nedre del af lun-
gerne fra blodcirkulationen. Saledes vil intratracheal immunisering med mi-
kroindkapslede antigener gennem inhalering af aerosoler vaere en effektiv
made til at inducere antistoffer, som beskytter de avre luftveje.

D. Vaccinemikrokapsler indgivet ved blandede immuniseringsveje

| bAde mennesker og dyr er det vist, at systemisk immunisering koblet med
slimhindepraesentering af antigen er mere effektiv end nogen anden kombi-
nation til at fremme slimhindeimmunresponser (Pierce, N.F. og Gowans, J.L.
"Cellular kinetics of the intestinal immune response to cholera toxoid i rotter”,
J. Exp. Med. 142:1550, (1975)). Tre grupper af mus blev forbehandlet ved IP
immunisering med 100 pg mikroindkapslet SEB-toxoid og 30 dage senere
udsat for 100 ug mikroindkapslet SEB-toxoid ved enten P, oral eller IT indgi-
velse. Defte blev gjort for direkte at bestemme, om et blandet immunise-
ringsprogram, der anvender mikroindkapslet antigen, var fordelagtigt, hvad
angar maengdeme af induceret slgA.

Tyve dage efter de mikroindkapslede forsteerkende immuniseringer udtog
man prever af plasma, tarmskylninger og bronchial-alveoleere skylninger og
bestemte maengdeme og isotypefordelingen af anti-SEB-toxin antistoffer ved
endepunkttitrerings-radioimmunassays (tabel 18). Den IP forstaerkning af IP
forbehandlede mus farte til fremkomsten af hgjt indhold af 1gG antitoxin-
antistoffer i plasma- og sekretpreverne, men var helt uden virkning til indukti-
on af paviselige IgA-antistoffer i nogen af de testede vaesker. | modsaetning
hertil foregede sekundaer immunisering med mikroindkapslet SEB-toxoid ved
enten oral eller [T indgivelse effektivt indholdet af specifikke IgG-antistoffer i
plasma (pree-sekundaer immuniseringstiter i hver gruppe var 51.200) og in-
ducerede ogsafremkomsten af signifikante meaengder af slgA-antistoffer i
tarm- og bronchial-alveolzere skylninger. Oral forstaerkning af IP forbehand-
lede mus inducerede anti-SEB-toxin sigA-antistoffer, som secemeres ind i
tarmsekreterne i mangder sammenlignelige med dem, der kraever 3 orale
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immuniseringer indgivet med mellemrum (tabel 18 sammenlignet med tabel
15). Intratracheal forstaerkning af tidligere IP immuniserede mus var iszer ef-
fektiv til inducering af et udbredt slimhinderespons og udigste forekomsten af
hgje samtidige maengder af IgG og slgA i bade bronchial-alveolsere prever
og tarmsekretprover.

Disse resultater er isaer vigtige, hvad angar immunisering mod talrige infekti-
ose stoffer, som udever deres patofysiologiske virkninger gennem akutte
infektioner i respirationsvejene. Antistoffer i luftvejene stammer fra to forskel-
lige kilder. Sekretorisk IgA er almindeligt forekommende i den slim, der bader
naese-svaelg og bronchieme [Soutar, C.A., "Distribution of plasma cells and
other cells containing immunoglobulin in the respiratory tract of normal man
and class of immunoglobulin contained therein”, Thorax 31:58 (1976) og
Kaltreider, H.B. og Chan, M.K.L., "The class-specified immunoglobulin com-
position of fluids obtained from various levels of canine respiratory tract®, J.
immunol. 11:423 (1976)], og er produktet af lokale plasmaceller i lamina pro-
pria i de avre luftveje. | modsaetning til neese-svaelg og bronchiemne indehol-
der bronchioleme og alveoleme overvejende IgG, som passivt opnas fra
blodcirkulationen via transudation [Reynolds, H.Y. og Newball, H.H., "Analy-
sis of proteins and respiratory cells obtained from human lungs by bronchial
lavage”, J. Lab. Clin. Med. 84:559, (1974)]. Effektiv beskyttelse af lungerne
kraever saledes bade cirkulerende IgG-antistoffer og slimhinde-sigA-
antistoffer.

Disse data tyder pa, at immuniseringsprogrammer, der benytter blandet ind-
givelsesvej med mikroindkapslede antigener, vil vise sig at veere de mest
effektive til induktion af samtidige cirkulerende antistof- og slimhinde-
antistofresponser. Skent de her rapporterede forseg underseger afgraensede
forbehandlings- og forstaerkningstrin, som hver kraevede en indgivelse af mi-
kroindkapslet antigen, vil det vaere muligt at bruge fleksibiliteten i kontrolleret
pulserende frigivelse tilvejebragt ved mikrokapsel-indferingssystemet til at
udforme et system med en enkelt indgivelse, som vil stimulere maksimal
samtidig systemisk og sekretorisk immunitet. For eksempel kunne mikroind-
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kapslet antigen indgives bade ved injektion og ingestion under et enkelt lae-
gebesag. Ved at variere forholdet mellem lactid og glycolid i de to doser kun-
ne den systemisk indgivne dosis frigives inden for fa dage til forbehandling af
immunsystemet, og den anden (orale) dosis kunne frigives i de Peyerske
plaques pa et senere tidspunkt til stimulering af et forstaerket slimhinde-
respons.

IV. ABSORPTION AF LEGEMIDLER

Det felgende eksempel viser, at sma mikrokapsler (under 5 pm, fortrinsvis 1-
5 pm) ogsa kan forbedre kroppens absorption af lzegemidler savel som anti-
gener. Etretinat, (all-E)-9-(4-methoxy-2,3,6-trimethylphenyl)-3,7-dimethyl-
2,4,6,8-nonatetraenonsyre ethylester) blev mikroindkapslet i 50:50 poly(DL-
lactid-co-glycolid). Mikrokapslerne var 0,5 til 4 pm i diameter og indeholdt
37,2 veegt-% etretinat. Disse etretinatmikrokapsler, savel som uindkapslet
etretinat, blev indgivet til mus ved oral gavage, idet der anvendtes 1 vaegt-%
Tween 80 i vand som vehikel. Der blev kun indgivet enkeitdoser pa 50 mg
etretinat/kg. Blod fra de doserede mus blev opsamlet med specifikke tidsin-
tervaller, og serum fra dette blod blev maengdebestemt for etretinat og/eller
metabolitter deraf ved brug af en high performance chromatografisk procedu-
re (tabel 19). Resultaterne viser, at mus behandlet med etretinatmikro-
kapsleme havde signifikant hejere etretinatindhold i blodet end mus behand-
let med uindkapslet etretinat. Ligesom det er tilfaeldet med vaccine-
mikrokapslerne pa under 5 um, antages det, at mikrokapslerne farer etretinat
til blodstrammen via det lymfoide vaev (de Peyerske plaques) i mavetarmka-
nalen. Den samme fremgangsmade kan ogsa forventes at kunne anvendes
til at forage absorptionen af andre leegemidler, hvor anvendelsen deraf ville
vaere specielt nyttig til indfering af biologiske lzegemidler, sasom peptider,
proteiner, nucleinsyrer og lignende.
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Tabel 1:
Penetration af 85:15 DL-PLG mikrosfzerer indeholdende kumarin-6 ind i og gennem
de Peyerske plaques efter oral administrering
Tid Antal Procentdel med diameter Procentdel med beliggenhed
(dage) observeret | <2um 2-5pm >5um Kuppel Dybt
1 296 47 35 18 92 8
2 325 45 32 23 83 17
4 352 46 31 23 76 24
7 196 21 29 41 88 11
14 148 16 29 55 98 2
21 91 7 27 66 98 2
28 63 5 24 71 100 0
35 52 6 19 79 97 3
Tabel 2:
Bevaegelse af 85:15 DL-PLG mikrosfaerer indeholdende kumarin-6 ind i og gennem
de mesenteriske lymfeknuder efter oral administrering
Tid Antal Procentdel med diameter Procentdel med beliggenhed
(dage) |observeret] <2 pm 2-5um >5um Kuppel Dybt
1 8 50 50 0 100 0
2 83 76 24 0 95 5
4 97 73 27 0 73 27
7 120 67 32 0 64 36
14 54 83 17 0 9 91
21 20 75 25 0 5 95
28 15 67 32 0 0 95
35 9 44 56 0 0 100
Tabel 3:
Mélrettet absorption i de Peyerske plaques i de tarmassocierede lymfoide vaev efter
oral administrering af 1-10 ym mikrosfaerer med forskellige excipienser
Excipiens Bionedbrydelig Absorption Peyerske plaques
Poly(styren) Nej Meget god
Poly(methylmethacrylat) Nej Meget god
Poly(hydroxybutyrat) Ja Meget god
Poly(DL-lactid) Ja God
Poly(L-lactid) Ja God
85:15Poly(DL-lactid-co-
glycolid) Ja God
50:50 Poly(DL-lactid-co-
glycolid) Ja God
Celluloseacetat-
hydrogenphthalat Nej Ingen
Cellulosetriacetat Nej Ingen
Ethylicellulose Nej Ingen
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enterotoxoid B

Primaert anti-toxin respons pa mikroindkapslet versus opleselig Staphylococcus

Toxoid dosis Anti-toxin titer i plasma
(pg) pr. im- Form Dag 10 Dag 20
munisering IgM IgG IgM igG
100 Mikroindkapslet 1.280 320 1.280 10.240
50 Mikroindkapslet 640 320 1.280 5.120
25 Mikroindkapslet 320 <20 640 2.560
50 Oploselig <20 <20 <20 <20
25 Oplaselig 320 <20 160 <20
12,5 Opleselig 40 <20 <20 <20
Tabel 5:

Sekundazert anti-toxin respons pa mikroindkapslet versus oplaselig
Staphylococcus enterotoxoid B

Toxoid dosis Anti-toxin titer i plasma
(pg) pr. im- Form Dag 10 Dag 20
munisering IgM IgG IigM IgG
100 Mikroindkapslet 320 163.840 160 81.920
50 Mikroindkapslet 640 81.920 640 163.840
25 Mikroindkapslet 2.560 40.960 640 81.920
50 Opleselig 160 <20 80 <20
25 Opleselig 320 160 160 320
12,5 Oploselig 160 40 40 80
Tabel 6:

Tertizert anti-toxin respons pa mikroindkapslet versus opleselig Staphylococ-
cus enterotoxoid B

Toxoid dosis Anti-toxin titer i plasma
(bg) pr. im- Form Dag 10 Dag 20
munisering IgM IgG IgM 19G
100 Mikroindkapslet 1.280 655.360 640 327.680
50 Mikroindkapslet 2.560 327.680 280 327.680
25 Mikroindkapslet 2.560 327.680 640 163.840
50 Opleselig 640 1.280 640 640
25 Opleselig 320 10.240 80 10.240
12,5 Opleselig 160 1.280 40 1.280
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Primaert systemisk anti-toxin respons induceret ved forskellige parenterale
immuniseringsveje

Mikroi_ndkap;let o ‘ IgG anti-toxin titer i plasma
toxo(usgd)osns Immuniserings vej Dag 15 Dag 30 Dag 45
100 Intraperitoneal 12.800 102.400 204.800
100 Subkutan 6.400 25.600 204.800
Tabel 8

Sekundeert systemisk anti-toxin respons induceret ved forskellige parenterale
immuniseringsveje

Mikroinddgapslet IgG anti-toxin titer i plasma
toxoid dosis L .
(vg) pr. immu- Immuniserings vej Dag 15 Dag 30 Dag 45
nisering
100 IP-IP 819.200 1.638.400 3.276.800
100 SC-SC 409.600 819.200 3.276.800
Tabel 9:
Mikrosfaerer besidder ikke intrinsisk adjuvansvirkning
Toxoid dosis Anti-toxin titer i plasma
(pg)_pr. |m Form Dag 10 Dag 20 Dag 30
munisering IgM | IgG IgM IgG igM IgG
25 Antigen i mikrosfeerer | 6.400 | 6.400( 400 12.800 800| 25.600
25 Opleseligt antigen 800 <50 200 800 100 <50
Antigen plus placebo-
25 mikrosferer 800 <50 200 <50 200 50
Tabel 10:

Systemisk antitoxin respons induceret ved parenteral immunisering med pm mi-
krosfeerer, der udtemmer antigen med forskellig hastighed

Toxoid Lactid/ | Antigen IgG anti-toxin titer i plasma pa dag:

dosis Form gly— udtemning
(ug) f°°|'d eﬁer 48 10 15 20 30 45 60

orhold timer

100 Opleselig - - <50 <50 <50 <50 <50 <50
100 | Mikrosfeerer| 50:50 60% 400 - 6.400 3.200 - .
100 |Mikrosfeerer| 50:50 30% 400 - 12.800| 6.400 - -
100 | Mikrosfaerer| 50:50 10% - 6.400 - 102.400 | 102.400 | 51.200
100 |Mikrosfeerer| 85:15 0% - 3.200 - 51.200 | 102.400 | 102.400
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Resultater af CPE-inhibitions-assays af serumprever fra immuniserings-
undersegelserne af JE-vaccine

Dyr Serumfortynding i stand til at reducere virus induceret
CPE med 50% pa dag
21 49 77
Gruppe 1 = ubehandlede kontroller
GMT <10 11 11
Gennemsnit <10 11 11
Maksimum <10 16 <20
Minimum <10 <10 <10
Gruppe 2 = 3,0 mg uindkapslet JE-vaccine IP pa dag 10
GMT 44 73 50
Gennemsnit 55 95 71
Maksimum 127 254 160
Minimum <10 13 <10
Gruppe 3 = 3,0 mg uindkapslet JE-vaccine IP pa dag 0, 14 og 42
GMT 507 3.880 1.576
Gennemsnit 934 5.363 2.951
Maksimum 4.064 >10.240 >10.240
Minimum 160 806 254

Gruppe 4 = 3,0 mg uindkapslet JE-vaccine + 3,0 mg indkapslet JE-vaccine

IP padag 0
GMT 77 718 1.341
Gennemshit 803 1.233 2.468
Maksimum 320 5.120 10.240
Minimum 13 160 254

*GMT = geometriske middeltitere.

Tabel 12:

Resultater af plaque-reduktions-assays af forenede serumprever fra immu-
niseringsundersegelserne af JE-vaccine

Gruppe Behandling Dag Serum fortynding til opnaelse af:
50 % 80 %
1@ Kontroller 0 <10 <10
1 Kontroller 14 <10 <10
1 Kontroller 21 <10 <10
1 Kontroller 42 <10 <10
1 Kontroller 49 <10 <10
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1 Kontroller 84 <10 <10
2° Uindkapslet JE 0 <10 <10
2 Uindkapslet JE 14 160 20
2 Uindkapslet JE 21 ND° NDO
2 Uindkapslet JE 42 320 80
2 Uindkapslet JE 49 320 40
2 Uindkapslet JE 84 640 160
3° Uindkapslet JE 0 <10 <10
3 Uindkapslet JE 14 160 40
3 Uindkapslet JE 21 2.560 640
3 Uindkapslet JE 42 1.280 640
3 Uindkapslet JE 49 5.120 2.560
3 Uindkapslet JE 84 | 2.560 1.280
4¢ Mikroindkapslet JE 0 <10 <10
4 Mikroindkapslet JE 14 160 20
4 Mikroindkapslet JE 21 320 80
4 Mikroindkapslet JE 42 5.120 640
4 Mikroindkapslet JE 49 5.120 640
4 Mikroindkapslet JE 84 10.000 2.560

4 Ubehandiede kontroller.

b Dyrene fik 3,0 mg uvindkapslet JE vaccine IP pa dag 0.

© ND = ikke bestemt (utilstraekkelig prevemaengde).

d Dyrene fik 3,0 mg uindkapslet JE vaccine IP pa dagene 0, 14 og 42.

€ Dyrene fik 3,0 mg uindkapslet og 3,0 mg mikroindkapslet JE-vaccine IP pa dag O.
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Tabel 13.
Inducering af TNP-specifikke antistoffer i serum og slimhindesekreter hos BALB/c mus
ved oral immmunisering med mikroindkapslet TNP-KLH
. ng Immunoglobulin / mL prave
| Tidefter | gii)ogisk igM : = 19G : oA
mmunogen | immunise- - - -
ring prove Total Anti- Total Anti- Total Anti-
TNP TNP TNP
Kontrol Dag 14 | Tarmvaeske <1 <1 62 <1 79355 25
Spyt <40 <10 <40 <10 2.651 <10
Serum 445.121 6|5.503.726 | 37 |[1.470553| 32
Uindkapslet Dag 14 | Tarmvaske 4 1 11 <1 64.985 17
TNP-KLH Spyt <40 <10 <40 <10 1.651 354
Serum 298.733| 11 |6.000.203 | 29 |[1.321.986| 21
TNP-KLH Dag 14 | Tarmvaeske 3 <1 130 <1 95368 222
Mikrokapsler Spyt <40 <10 <40 <10 1461 88
Serum 360987 | 1461 | 5312896 | 572 | 1411312 | 1077
Uindkapslet | Dag 28 [ Tarmvaeske <1 <1 94 <1 88.661 64
TNP-KLH Spyt <40 <10 <40 <10 1.278 <10
Serum 301.223 21 5.788.813 67 1.376.322 | 63
TNP-KLH Dag 28 | Tarmvaeske 4 <1 122 2 82.869 422
Mikrokapsler Spyt <40 <10 <40 <10 1.628 130
Serum 320.192 | 1.904 | 5.951.503 | 2.219 | 1.277.505 | 1.198

Tabel 14:
Antitoxin-IgM- og -IlgG-maengder i plasma pa dag 20 efter primzer, sekundzer og tertizer
oral immunisering med oplaseligt eller mikroindkapslet (50:50 DL-PLG) Staphylococ-
cus toxoid i
Enterotoxid Antitoxin titer i plasma pa dag 20
dosis (ug) pr. Form Primaer Sekundaer Tertizer
immunise-
ring IgM IgG igM IgG IgM 1gG
100 Mikrosfaerer 80 1280 | 320 5120 1280 | 40.960
100 Opleselig <20 <20 80 |<20 640 | <20
Tabel 15:

Toxinspecifikke IgA antistofer i spyt og tarmvaeske hos mus pa dag 10 og 20 efter ter-
tizer oral immunisering med oplaseligt eller mikroindkapslet entero toxoid

Enterotoxoid IgA anti-enterotoxin titer efter immunisering

dosis (ug) pr. Form Dag 10 Dag 20

immunisering Spyt Tarmvaeske | Spyt | Tarmvaeske
100 Mikrosfaerer 1280 1024 640 256
100 Oploselig 40 <8 10 <8

Tabel 16:
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Antitoxin-antistof-maengder i serum induceret ved intratracheal immunisering med oplgseligt ell
kroindkapslet Staphylococcus enterotoxin B toxoid

Enterotoxoid

dosis (ug) pr.
immunisering

IgA anti-enterotoxin titer efter immunisering

Form

Dag 10

Dag 20

Dag 30

C

igM

IgG

IgA |IgM

IgG

IgA | IgM

IgG

IgA

IgM

50

Mikroindkapslet

<50

<50

<50 | 200

25600

400 | 400

51.200

400

400

50

Oploselig

<50

<50

<50 | <50

<50

<50 <50

<50

<50

<50

Tabel 17:

Antistof-mazngder i bronchial-alveoleere skylninger induceret ved intracheal immunisering med
eller mikroindkapslet Staphylococcus enterotoxin B-toxoid

Enterotoxoid

dosis (Hg) pr.
immunisering

IgA anti-enterotoxin titer efter immunisering

Form

Dag 10

Dag 20

Dag 30

C

IgM

lgG

IgA [IgM

igG

IgA | IgM

IgG

IgA

IgM

50

Mikroindkapslet

<5

<5

<8 | <5

80

<5 | <5

1280

320

<5

50

Opleselig <5

<5

<5 | <5

<5

<5 | <5

<5

<5

<5

Tabel 18:

Anti-SEB-toxin antistof-respons induceret i forskellige biologiske vaesker ved programmer med
sering ved anvendelse af mikroindkapsiet SEB-toxoid

Immuniseringsvej

Dosis mikroind-

Primeer

Sekundzer

kapslet SEB to-
xoid pr. immunise-

ring (pg)

Anti-toxin titer dag 20 efter sekundeer immu

Plasma

Tarmskylning

Brot

IgM

IgG

IgA

IgM| lgG

IgA

igM

g

P

100

3200

1638400

<50

<20 110240

<20 | <5

10:

P

100

1600

204800

<50

<20 | 640

640 | <5

25

P

100

1600

819200

<50

<20 | 2560

2560 | <5

20¢

Tabel 19:

Etretinatkoncentration i museserrum efter oral dosering med mikroindkapslet og

uindkapslet Etretinal.
Tid (h)

Etretinat koncentration (ng/ml)

Mikrokapsler

Uindkapslet

1

4.569

191

3

634

158

6

242

<31

24

ND

ND

ND = Intet pavist
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PATENTKRAV:

1. Sammensaetning til indgivelse af et bioaktivt stof til det slimhinde associ-
erede lymforetikulzere vaev hos et menneske eller et andet dyr, som omfatter:
- biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens og som har en sterrelse fra 1 ym til mindre end 5
pm, til selektiv absorption i og passage gennem det slimhinde associerede
lymforetikulaere veev for tilvejebringelse af systemisk immunitet, og

- biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens og som har en sterrelse fra 5 ym til mindre en 10
pum, til selektive absorption og tilbageholdelse i det slimhinde associerede
lymforetikuleere veev for tilvejebringelse af slimhinde immunitet,

i en kombineret sammensatning til potensering af immun respons hos et
menneske eller andet dyr.

2. Sammenseetning ifelge krav 1, i hvilkken det bioaktive stof er en immuno-
modulator, lymfokin, monokin, cytokin, antigen eller allergen.

3. Sammenszetning ifelge krav 2, i hvilken det bioaktive stof er et influenza
antigen, Staphylococcus antigen, respiratorisk syncytial, parainfluenza-vira,
Hemophilus influenza, Bordetella pertussis, Neisseria gonorrhoeae, Strepto-
coccus pneumoniae, Plasmodium falciparum, helminthiske patogener, anti-
gener til vacciner mod sygdomme forarsaget af vira, bakterier, protozoer eller
svampe eller antigen til vaccine mod allergi.

4. Sammenseetning ifelge krav 3, i hvilken det bioaktive stof omfatter et influ-
enzavirus eller staphylococcal enterotoxin B.

5. Sammenseetning ifolge et af kravene 1-4, hvor excipiensen er en polymer
eller en copolymer.

6. Sammenseetning ifalge krav 5, hvor excipiensen omfatter en poly(DL-
lactid-co-glycolid), en poly(L-lactid), en poly(DL-lactid) en poly{glycolid), en
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copolyoxalat, en polycaprolactone, en poly(lactid-co-caprolacton), en
poly(esteramid), en polyortester, en poly(B-hydroxy butansyre) eller en poly-
anhydrid eller en blanding deraf.

7. Sammenseetning ifelge ethvert af kravene 1-6, hvilken sammensaetning er
til oral indgivelse.

8. Sammensaetning ifelge ethvert af kravene 1-6, hvilken sammensaetning er
til oral inhalering, nasal, rektal eller oftalmisk indgivelse.

9. Anvendelse til fremstilling af en sammensezetning, som er i stand til at blive
selektivt absorberet af det slimhinde associerede lymforetikulaere veev for
tilvejebringelse af bade systemisk og slimhinde immunitet hos et menneske
eller et dyr, af

(1) biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt stof indkapsiet i en
biokompatibel excipiens og som har en starrelse fra 1 um til mindre en 5 ym
for tilvejebringelse af systemisk immunitet og

(2) biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens og som har en sterrelse pa mellem 5 yum og 10 ym
for tilvejebringelse af slimhinde immunitet.

10. Fremgangsmade til fremstilling af en sammensaetning for tilvejebringelse
af bade systemisk og slimhinde immunitet hos et menneske eller et dyr, hvil-
ket til dette brug omfatter blanding af

(1) biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens og som har en starrelse fra 1 ym til mindre en 5 ym
for tilvejebringelse af systemisk immunitet og

(2) biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt stof indkapslet i en
biokompatibel excipiens og som har en sterrelse pa mellem 5 ym og 10 um
for tilvejebringelse af slimhinde immunitet.

11. Anvendelse ifolge krav 9 eller en fremgangsmade ifelge krav 10, som
yderligere inkluderer et eller flere af de forhold som er specificeret i krav 2-8.
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12. Anvendelse til fremstilling af en sammensaetning for tilvejebringelse af
systemisk immunitet, af biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt
stof indkapslet i en biokompatibel excipiens og som har en starreise fra 1 pm
til mindre end 5 pm til absorption i og passage gennem slimhinde associ-
erede lymforetikulzere vaev.

13. Anvendelse til fremstilling af en sammensaetning for tilvejebringelse af
slimhinde immunitet, af biokompatible mikrokapsler, som omfatter et bioaktivt
stof indkapslet i en biokompatibel excipiens og som har en sterrelse fra 5 um
til 10 pm til absorption og tilbageholdelse i slimhinde associerede lymforeti-
kulaere vaev.

14. Anvendelse ifglge krav 12 eller 13, som yderligere inkluderer et eller flere
af de forhold som er specificeret i krav 2-8.

15. Sammenseetning til potensering af immun respons i et menneske eller et
andet dyr, som omfatter en blanding af et ferste frit bioaktivt stof, som tilveje-
bringer et primaert respons og biokompatible mikrokapsler, som har en ster-
relse mellem 1 pm og 10 um og som indeholder et sekundzert bioaktivt stof
indkapslet i en biokompatibel excipiens til pulserende frigerelse for at opna et
efterfolgende respons.

16. Sammensaetning ifelge krav 15, hvor i dét mindste et er stofferne er en
immunomodulator, lymfokin, monokin, cytokin, antigen eller allergen.

17. Sammensaetning ifelge krav 15, hvor det farste og det andet stof begge
er et antigen eller begge er et allergen.

18. Sammenszaetning ifelge krav 15-17, hvor excipiensen er som defineret i
krav 5 eller i krav 6.
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19. Fremgangsmade til fremstilling af en farmaceutisk sammenszetning til
inducering af et immun respons, som omfatter indkapsling af et farste bioak-
tivt stof valgt blandt antigener, allergener, lymfokiner, cytokiner, monokiner
og immunomodulatorer i en biokompatibel excipiens til dannelse af mikro-
kapsler, som har en sterrelse pa mellem 1 pum og 10 pm, samt tilszetning af
et andet bioaktivt stof valgt blandt de tidligere naevnte i fri form til mikrokap-
slerne i sammensaetningen.

20. Fremgangsmade ifelge krav 19, hvor bade det ferste og det andet bioak-
tive stof er et antigen eller begge er et allergen.

21. Fremgangsmade ifaige krav 19 eller krav 20, hvor excipiensen er de-
fineret som i krav 5 eller i krav 6.

22. Anvendelse af mikrokapsler, som har en stgrrelse mellem 1 ym og 10 pm
og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en biokompatibel excipiens til
fremstilling af en injektions sammensaetning til potensering af immun respons
hos mennesker eller andre dyr, forudsat at excipiensen ikke er et proteinoid,
polyacryl stivelse eller krystalliseret carbohydrat, hvor det bioaktive stof om-
fatter en peptid, et protein eller en nukleinsyre.

23. Anvendelse af mikrokapsler, som har en starrelse mellem 1 ym og 10 ym
og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en biokompatibel hydrofob
excipiens til fremstilling af en injektions sammensaetning til potensering af
immun respons hos mennesker eller andre dyr, hvor det bioaktive stof omfat-
ter en peptid, et protein eller en nukleinsyre.

24. Anvendelse af mikrokapsler, som har en starrelse mellem 1 ym og 10 ym
og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en biokompatibel excipiens,
hvor excipiensen omfatter en poly(DL-lactid-co-glycolid), en poly(L-lactid), en
poly(DL-lactid) en poly(glycolid), en copolyoxalat, en polycaprolactone, en
poly(lactid-co-caprolacton), en poly(esteramid), en polyortester, en poly(B-
hydroxy butansyre) eller en polyanhydrid eller en blanding deraf, til fremstill-
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ing af en injektions sammensaetning til potensering af immun respons hos et
menneske eller et andet dyr, hvor det bioaktive stof omfatter et peptid, et pro-
tein eller en nukleinsyre.

25. Anvendelse ifelge et af kravene 22-25, hvor det bioaktive stof omfatter en
nukleinsyre.

26. Anvendelse ifglge et af kravene 22-26, hvor det bioaktive stof er et medi-
kament.

27. Anvendelse af mikrokapsler, som har en starrelse mindre end ca. 10 pm
og som indeholder et immunogen indkapslet i en biokompatibel excipiens, til
fremstilling af et middel til indgivelse nasalt, rektalt, oftalmisk, intratrachealt
eller ved oral inhalering til slimhindeassocierede lymforetikuleere veev i men-
nesker eller dyr, hvor det bioaktive stof omfatter et peptid, et protein eller en
nukleinsyre.

28. Anvendelse ifelge krav 27, hvor midlet skal indgives nasalt, intratrachealt
eller ved oral inhalering.

29. Anvendelse ifelge krav 27 eller 28, hvor mikrokapslerne har en staerrelse
mellem ca. 1 pm og ca. 10 pm.

30. Anvendelse ifolge et af kravene 27-29, hvor det bioaktive stof omfatter en
nukleinsyre.

31. Anvendelse af mikrokapsler, som har en stgrrelse mellem 1 pm og 10 ym
og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en biokompatibel excipiens til
fremstilling af en injektions sammensaetning til potensering af immun respons
hos mennesker eller andre dyr, forudsat at excipiensen ikke er et proteinoid,
polyacryl stivelse eller krystalliseret carbohydrat, hvor det bioaktive stof end-
videre inkluderer en adjuvans.
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32. Anvendelse af mikrokapsler, som har en starrelse mellem 1 ym og 10 ym
og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en biokompatibe! hydrofob
excipiens til fremstilling af en injektions sammensaetning til potensering af
immun respons hos mennesker eller andre dyr, hvor det bioaktive stof end-
videre inkluderer en adjuvans.

33. Anvendelse af mikrokapsler, som har en starrelse mellem 1 um og 10 pm
og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en biokompatibel excipiens,
hvor excipiensen omfatter en poly(DL-lactid-co-glycolid), en poly(L-lactid), en
poly(DL-lactid) en poly(glycolid), en copolyoxalat, en polycaprolactone, en
poly(lactid-co-caprolacton), en poly(esteramid), en polyortester, en poly(B-
hydroxy butansyre) eller en polyanhydrid eller en blanding deraf, til fremstill-
ing af en injektions sammensaetning til potensering af immun respons hos et
menneske eller et andet dyr, hvor det bioaktive stof endvidere inkluderer en
adjuvans.

34. Anvendelse af mikrokapsler, som har en starrelse mindre end ca. 10 ym
og som indeholder et immunogen indkapslet i en biokompatibel excipiens, il
fremstilling af et middel til indgivelse nasalt, rektait, oftalmisk, intratrachealt
eller ved oral inhalering til slimhindeassocierede lymforetikulaere vaev i men-
nesker eller dyr, hvor det bioaktive stof endvidere inkluderer en adjuvans.

35. Anvendelse ifalge krav 34, hvor midlet skal indgives nasalt, intratrachealt
eller ved oral inhalering.

36. Anvendelse ifelge krav 34 eller 35, hvor mikrokapsleme har en stgrrelse
mellem ca. 1 yum og ca. 10 um.

37. Anvendelse ifelge et af kravene 31-36, hvor det bioaktive stof omfatter en
blanding af et antigen og en adjuvans.

38. Anvendelse ifalge et af kravene 31-36, hvor det bioaktive stof omfatter en
blanding af et antigen, en adjuvans og en cytokin.
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39. Anvendelse af mikrokapsler, som har en sterrelse mellem 1 pm og 10 pm
og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en biokompatibel excipiens til
fremstilling af en injektions sammensaetning til potensering af immun respons
hos mennesker eller andre dyr, forudsat at excipiensen ikke er et proteinoid,
polyacryl stivelse eller krystalliseret carbohydrat, hvor det bioaktive stof end-
videre inkluderer en blanding af et antigen og cytokin.

40. Anvendelse af mikrokapsler, som har en sterrelse mellem 1 pm og 10 ym
og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en biokompatibel excipiens til
fremstilling af en injektions sammensaetning til potensering af immun respons
hos mennesker eller andre dyr, hvor det bioaktive stof endvidere inkluderer
en blanding af et antigen og cytokin.

41. Anvendelse af mikrokapsler, som har en sterrelse mellem 1 ym og 10 pm
og som indeholder et bioaktivt stof indkapslet i en biokompatibel excipiens,
hvor excipiensen omfatter en poly(DL-lactid-co-glycolid), en poly(L-lactid), en
poly(DL-lactid) en poly(glycolid), en copolyoxalat, en polycaprolactone, en
poly(lactid-co-caprolacton), en poly(esteramid), en polyortester, en poly(B-
hydroxy butansyre) eller en polyanhydrid eller en blanding deraf, til fremstill-
ing af en injektions sammenszetning til potensering af immun respons hos et
menneske eller et andet dyr, hvor det bioaktive stof omfatter en blanding af et
antigen og cytokin.

42. Anvendelse af mikrokapsler, som har en sterrelse mindre end ca. 10 pm
og som indeholder et immunogen indkapslet i en biokompatibel excipiens, til
fremstilling af et middel til indgivelse nasalt, rektalt, oftalmisk, intratrachealt
eller ved oral inhalering til slimhindeassocierede lymforetikuleere vaev i men-
nesker eller dyr, hvor det bioaktive stof omfatter en blanding af et antigen og
cytokin.

43. Anvendelse ifelge krav 42, hvor midiet skal indgives nasalt, intratrachealt
eller ved oral inhalering.
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44. Anvendelse ifalge krav 34 eller 35, hvor mikrokapslerne har en sterrelse
mellem ca. 1 ym og ca. 10 um.
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