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A taldlmany targyat hasitott burkolt viruskészitményeket — de nem hasitott influenza vi-
ruskészitményeket — tartalmazo vakcina-kiszerelések alkalmazasa képezi intranazalis bejutta-
tasra alkalmas vakcina-kiszerelés gyartdsara. A talalméany targyat képezik tovabba eljarasok

ilyen kiszerelések gyartasara, és ilyen vakcinak alkalmazasa betegség megelGzésére vagy keze-

lésére.
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A talalmany targyat vakcina-készitmények képezik, eljarasok ilyen vakcindk gyartasara
€s ilyen vakcinak alkalmazasa betegség profilaxisara és terapijara. Kozelebbro! a talalmany
targyat hasitott burkolt viruskészitményeket tartalmazo vakcinak képezik.

A burkolt virusok olyan virusok, amelyekben a virus magjat lipidekben gazdag, viralis fe-
hérjéket tartalmazo kilsé burok veszi koriil.

Egy elény6s megvalositdsi mod szerint a talalmany szerinti vakcina-kiszerelésben talal-
hato hasitott burkolt virus respiratorikus szincicialis virusbdl szarmazik. A burkolt virusokkal
valo fertdzés veszélyeit az RSV-re hivatkozva mutatjuk be.

A human respiratorikus szincicialis virus (RSV) a Paramyxoviridiae csalad tagja, és alsd
1églti megbetegedéseket okoz, kiilonosen fiatal gyermekekben és csecsemdkben. Ujabb vizs-
galatok azt sugalljak, hogy az RSV jelentds patogén felndttekben is, kiilonésen az idésekben.

Az RSV egy burkolt virus, nem szegmentalt, negativ szall ribonukleinsav (RNS) genom-
mal, amely 15222 nukleotidot tartalmaz és 11, egyetlen fehérjét kodolo hirvivé RNS-t kodol.
A 11 fehérje koziil harom felszini transzmembran fehérje: a G (kapcsolodasi), az F (fuzids) és
az SH fehérje. Egy fehérje a virion matrixfehérje (M), harom fehérje alkotja a nukleokapszidot
(N, P és L), és 2 fehérje nem-szerkezeti (NS1 és NS2). Két tovabbi fehérje az M2-1 és az M2-
2. Az RSV-nek két antigenikusan elkiil6niil alcsoportja létezik, amelyeket A és B alcsoport-
nak neveznek. Torzseknek ezekbe az alcsoportokba térténé osztalyozasaval meghataroztak,
hogy a kiilonbségek foleg a G fehérjékben vannak, mig az F fehérjék konzervaltak.

A respiratorikus szinciciélis virus (RSV) szezonalis jarvanyokban fordul el6, leggyakrab-
ban mérsékelt kliman a tél folyaman, melegebb kliman az esds évszakban.

Az RSV siilyos also léguti betegség f6 oka gyermekekben. Ugy becsiilik, hogy a bron-
chiolitiszel koérhazba keriillé gyermekek 40-50%-a, és a tiidogyulladassal korhazba keriild
gyermekek 25%-a RSV fertdzés kozvetlen kovetkezményeként kertl korhazba. Az elsddleges
RSV fertézés altalaban egy évnél fiatalabb gyermekek esetében fordul el6; két éves korra a
gyermekek 95%-aban van szerologiai bizonyiték korabbi fertézésre, és felnSttkorra a népesség
100%-aban van ez meg.

CsecsemOkben és kisgyermekekben a fertdzés a felsd légutak feldl az also légutak felé
halad elére az esetek megkozelitdleg 40%-aban, és a klinikai tunetek megegyeznek a

bronchiolitisz és tiidégyulladas tiineteivel. A kettd és hat hénapos kor kozotti gyermekek van-
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nak a legnagyobb veszélynek kitéve, hogy RSV fert6zés sulyos tiinetei alakulnak ki (elsédleges
respiratorikus elégtelenség); azonban meglévd sziv- vagy tidobetegségben szenvedd gyerekek,
korasziilottek, és immunelégtelen csecsemdk barmely korban ki vannak téve silyos komplika-
cidknak.

Szimptomatikus Ujrafert6zés az élet soran el6fordulhat, és egyre nyilvanvalébb, hogy az
RSV fontos felnéttkori patogén is, killonosen az idosek esetében.

Az RSV fert6zést minden bizonnyal nem teljes mértékben diagnosztizaljak felnéttekben,
részben amiatt, hogy gyermekek fertézésének tartjak. Ennek megfeleléen nem keresik a virus
jelenlétét felnottekben a respiratorikus megbetegedés okaként. Ezenfeliil az RSV-t nehéz azo-
nositani olyan személyek orrvaladékabol, amelyeknek van valamekkora részleges immunitasa a
virus ellen, mint a felndttek nagy tobbségének. Fiatal és kozépkoru felnbttekben tipikusan fo-
lyamatos nathaszer(i szindroma alakul ki RSV fert6zés hatasara. Az idés személyekben el-
nyujtott respiratorikus szindroma alakulhat ki, amely gyakorlatilag megkiilénboztethetetlen az
influenzatdl, felsé léguti tiinetekkel, amelyeket alsé léguti betegségek is kisérnek, mint példaul
tiidogyulladas. Idések otthonaban 1évd populaciok kiillondsen érintettek, mivel nagyszamu, egy
helyen 1év6 érzékeny személyt tartalmaznak. A fertézés terjedését nehéz ellendrzés alatt tartani
egy ilyen populacioban, ahol sokaknak lehet tobb olyan orvosi problémaja, amely a betegség
sulyosabb lefolyasara a tesz hajlamossa.

Ezenfeliil az RSV fert6zésnek, mint felnbttek és kozosségi hazakban €16 1d6sek korhazba
keriilésének okaként val6 értékelésére készitett (jjabb vizsgalatok arra is ramutatnak, hogy az
RSV-nek fontos szerepe van a sulyos also léguti betegségekben ezekben a populacidokban. Az
RSV-t a felnéttek korhazba keriilését eredményezd alsé 1éguti betegséget okozo négy leggya-
koribb patogén egyikeként azonositottak. Azt is kimutattak, hogy a stlyos RSV fert6zések az
id6sek kozott nem korlatozodnak a szanatoriumokra vagy jarvanyos helyzetekre. Ehelyett az
RSV fertdzés sulyos megbetegedések megjosolhatd oka a k6zdsségben talalhato 1dos péacien-
sek kozott. Hasonldan az influenza-A-eredetiiekhez, az RSV fertdzésekkel kapcsolatos kor-
hazba keriilések jelentds morbiditassal parosultak, amit alatamaszt a hosszabb korhazi tartoz-
kodas, az intenziv osztalyon torténd kezelés nagyobb gyakorisaga és a mesterséges lélegeztetés
nagyobb gyakorisaga.

Ezek a vizsgalatok ramutatnak olyan vakcina orvosi és gazdasagi sziikségességére, amely

megakadalyozhatja az RSV fertzéssel kapcsolatos komplikaciokat, kilonosen csecsemék, fel-

nottek és kozosségben €16 egészséges €s kezelt iddsek kozott.
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Hasonl6 veszélyt jelent a tobbi burkolt virus is, és ezért még mindig sziikség van haté-
kony védelemre az ilyen virusok altal okozott fert6zés és betegségek ellen.

A talalmany targya hasitott burkolt viruskészitmény — amely nem influenzavirus-készit-
mény — alkalmazasa intranazalis bejuttatasra kiszerelt vakcina gyartasaban.

Eldnyosen a készitmény gyogyaszatilag elfogadhatd kotdszert tartalmaz.

A talalmany szerinti vakcina-kiszerelések hasitodasra képes burkolt virusokbodl szarmaz-
hatnak. A burkolt virus kiilonféle forrasokbol szarmazhat, beleértve human vagy allati eredetii
virusokat. Amikor a virus nem human eredet(i, mint példaul szarvasmarha eredetii, akkor a vi-
rus elényosen rekombinans virus.

Elényosen a talalmany szerinti vakcina-kiszerelések képesek védd immunvalasz stimula-
lasara a burkolt virus ellen a bejuttatast kovetden.

A taldlmany szerinti virusok kozé tartozik az 6sszes burkolt virus (kivéve barmilyen inf-
luenzavirust), nem korlatozé példaként az alabbiak:

1) Paramixovirusok, mint példaul respiratorikus szincicialis virus (A és B), parainfluenza
virus (mint példaul PIV-3), metapneumovirus, kanyarovirus, mumpsz virus;

2) herpeszvirusok, mint példaul Epstein Barr virus, Herpes simplex virus, citomegalovi-

3) flavivirusok, mint példaul dengue virus, sargalaz virus, kullancsos enkefalitisz virus,

Japén enkefalitisz virus;

4) togavirusok, mint példaul rubedla virus, keleti, nyugati vagy venezuelai l16enkefalitisz
virus; és

5) retrovirusok, mint példdul human immundeficiencia virus.

A taldlméany szerinti vakcina-kiszerelés adott esetben egynél tobb hasitott viruskészit-
ményt tartalmaz.

A taladlmany szerinti vakcina-kiszerelés adott esetben tartalmaz patogénekbdl szarmazo
antigént vagy antigéneket a hasitott készitménnyel egyiitt, hogy tovabbi védelmet biztositson a
betegség ellen. Alkalmas antigének — amelyeknek nem kell a hasitott készitményekbdl szar-
mazniuk — kozé tartoznak példaul a fent felsorolt virusokbol szarmazo antigének, és olyan
patogénekbdl szarmazo antigének, amelyek respiratorikus betegséget okozhatnak, mint példaul
a Streptococcus pneumoniae.

A virus hasitasat az egész virus — legyen az fert6z6 (vad tipusu vagy legyengitett) vagy

nem fert6zd (példaul inaktivalt) — szétrepesztésével vagy fragmentélasaval hajtjuk végre ha-

i0janak alkalmazasaval, amely agens éaltalaban feluletak-
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tiv anyag, de ez nem szilkségszerii. A hasitand6 virus lehet kiméra rekombinans virus is,
amelynek az immunogén elemei egynél t6bb kiilonbozo virusbdl szarmaznak. A szétrepesztés
az Osszes virusfehérje teljes vagy részleges szolubilizéciojat eredményezi, ami megvaltoztatja a
virus integritasat.

Megfelel6 mdédon a hasitott virust a virusnak hasitd agenssel torténd érintkezésbe hoza-
saval allithatjuk el6 a talalmany szerint, hogy teljesen szétrepessziik a viralis burkot. Mas viralis
fehérjék is elényosen teljesen vagy részlegesen szolubilizaltta valnak. Az integritas hasitas utani
elvesztése a virust nem fert6z6vé teszi, amit alkalmas in vitro titralasi vizsgalati eljarasokkal
allapithatunk meg. Ha egyszer szétrepesztettiik, a viralis burokfehérjék altalaban nem kapcso-
lodnak az egész intakt virionokhoz. Mas viralis fehérjék is elényosen teljesen vagy részlegesen
szolubilizaltak, és ezért nem kapcsolodnak, vagy csak részlegesen kapcsolodnak az egész in-
takt virionokhoz a hasitast kovetéen.

A hasito agens hatasat a viralis burokra és a virusfehérjékre kovethetjiik a hasitott virus
és a viralis fehérjék vandorlasaval szukrozparnas kisérletekben, amit Western-blot elemzéssel
és elektronmikroszkodpiaval tehetiink lathatova, amint a leirasban feltarjuk.

A talalmany szerinti hasitott vakcinak eléallitasa tovabba tartalmazhat tovabbi lépéseket a
hasito agens és a viralis lipidanyag tobbségének eltavolitdsara. A hasitott vakcina eléallitasi el-
jarasa tovabba tartalmazhat szdmos kilonbozo sziirési és/vagy egyéb elvalasztasi 1épést, mint
példaul ultracentrifugalast, ultrafiltralast, zonalis centrifugalast és kromatografidt kiilonféle
kombinacidkban, és adott esetben inaktivalasi lépést, példaul formaldehiddel vagy B-propiolak-
tonnal vagy UV-kezeléssel, amelyet a hasitas el0tt vagy utan végezhetiink el. A hasitasi eljarast
batch-ként, folyamatos, vagy félig folyamatos eljarasként hajthatjuk végre.

A talalmany szerinti hasitott vakcinak éaltalaban membranfragmenseket és membran bu-
rokfehérjéket tartalmaznak, valamint nem membranfehérjéket, mint példaul viralis matrixfehér-
jéket és nukleoproteint, szignifikins egész virionok jelenléte nélkiil. A taldlmany szerinti hasi-
tott vakcinak altalaban tartalmazhatjak a virus szerkezeti fehérjéinek legtobbjét vagy 6sszessé-
gét, habar nem sziikségszertien ugyanolyan aranyban, amelyben azok egész virusban eléfordul-
nak. Elényds hasitott viruskészitmények a viralis szerkezeti fehérjéknek legalabb a felét tartal-
mazzak, és elonyosen az osszes ilyen fehérjét tartalmazzak. Masrészrol, az alegység-vakcinak
lényegében egy vagy néhany nagyon tiszta viralis fehérjét tartalmaznak. Példaul alegység-vak-
cina tartalmazhat tisztitott viralis felszini fehérjéket, amelyek ismert modon felelések a kivant

virust semlegesitd ellenanyagok kivaltasaért a vakcinalast kovetSen.
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A taldlmanyban kilonféle hasitdé éagenseket, mint példaul nemionos feliiletak-
tiv anyagokat, valamint kilonféle egyéb reagenseket alkalmazhatunk. A talalmany szerint al-
kalmas hasité agensek példai kozé tartoznak az alabbiak:

1. Epesavak és azok szarmazékai. Az epesavak kozé tartozik a kolsav, deoxikolsav,
kenodeoxikdlsav, litokélsav, ursodeoxikolsav, hiodeoxikolsav és szarmazékaik, mint példaul a
fent emlitett epesavak gliko-, tauro-, amidopropil-1-propaneszulfon-, amidopropil-2-hidroxi-1-
propanszulfon-szarmazékai, vagy N,N-bisz-(3D-glukonoamidopropil)-deoxikolamid. Egy kii-
l6nésen elényos példa a natrium-deoxikolat (NaDOC).

2. Nemionos feliiletaktiv anyagok, mint példaul oktoxinolok (a Triton sorozat)
polioxietilén-éterek, mint példaul polioxietilén-szorbitdn-monooleat (Tween 80) és az (I) alta-
lanos képlet szerinti polioxietilén-éterek vagy -észterek:

HO(CH,CH,0),-A-R @

amelyben n értéke 1-50, A jelentése kémiai kotés vagy —C(O)-, R jelentése alkil- vagy
fenil-C.so alkil, vagy ezek koziil kettd vagy tobb barmilyen kombinacidja. Elényos példak a
Tween 80™, Triton X-100™ ¢s a Laureth 9.

3. Alkilglikozidok vagy alkiltioglikozidok, amelyekben a az alkillanc Cs-C,5 kOz6tti, tipi-
kusan Cs-Ci4 k6z6tti, a cukor-molekularész barmely pent6z vagy hexo6z vagy azok kombinaci-
6ja kiilonbozd kotésekkel, mint példaul 1->6, 1->5, 1->4, 1->3, 1-2. Az alkillanc lehet telitett
vagy telitetlen és/vagy elagazo.

4. A fenti 3. pont szerinti vegytiletek szarmazékai, amelyekben egy vagy tobb hidroxil-
csoport, elényosen a 6-os helyzetli hidroxil-csoport modositott, mint példaul észterek,
etoxilatok, szulfatok, éterek, karbonatok, szulfoszukcinatok, izoetionatok, éterkarboxilatok,
kvaterner ammonium vegyuletek.

5. Acilcukrok, amelyekben az acillanc Cs-Cis kozotti, tipikusan Cs-Ci2 kozotti, a cukor-
molekularész barmely pentoz vagy hexdz vagy azok kombinécioja kiilonbozd kotésekkel, mint
példaul I-> 6, I->5, 1->4, 1->3, 1-2. Az acillanc lehet telitett vagy telitetlen és/vagy elagazo.

6. R-N,N-(R1,R2)-3-amino-1-propaszulfonét szerkezetii szulfobetainok, amelyekben R
jelentése barmely alkillanc vagy arilalkillanc, Cs-C)s kozott, tipikusan Cs-Ci k6zott. Az R jelii
alkillanc lehet telitett vagy telitetlen és/vagy elagaz6. R1 és R2 jelentése elényosen alkillanc C,
és C,4 kozott, tipikusan C;.

7. R-N,N-(R1,R2)-glicin szerkezetii betainok, amelyekben R jelentése barmely alkillinc
Cs-Cis kozott, tipikusan Cg-Cis kozott. Az alkillanc lehet telitett vagy telitetlen és/vagy elaga-

z6. R1 és R2 jelentése elényosen alkillanc C, és Cq kozott, tipikusan C,.
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8. R-(-0-CH>-CH>),-OH szerkezetii polioxietilén-alkiléter, amelyben R jelentése barmely
alkillanc C4-Cz kozott, tipikusan Cs-Ci4 kozott. Az alkillanc lehet telitett vagy telitetlen
és/vagy elagazd. n értéke S és 30 kozotti, tipikusan 8 és 25 kozotti.

9. R-(N-R1)-glukamid szerkezetli N,N-dialkil-glukamidok, amelyekben R jelentése bar-
mely alkillanc Cs-Cys kozott, tipikusan Cs-Cy, koz6tt. Az alkillanc lehet telitett vagy telitetlen
és/vagy elagazd vagy ciklusos. R1 és R2 jelentése elényosen alkillanc C, és Cs kozott, tipiku-
san C;. A cukor-molekularész modositott pentdz vagy hexoz lehet.

10. Hecameg: (6-0-(N-heptil-karbamoil)-metil-alfa-D-glukopiranozid).

11. R-CsHs-O-(-CH,-CH,).-OH szerkezetli alkilfenoxi-polietoxietanol, amelyekben R
jelentése barmely alkillanc Cs-Cys koz6tt, tipikusan Cs. Az alkillanc lehet telitett vagy telitetlen
és/vagy elagazo (n >=3).

12. R,-N"(-R1,-R2,-R3) szerkezet(i kvaterner amménium vegyiiletek, amelyekben R je-
lentése barmely alkillanc Ce-Cao kozott, tipikusan Cy. Az alkillanc lehet telitett vagy telitetlen
és/vagy elagazo. R1, R2 és R3 jelentése alkillanc C; és C4 k6z6tt, tipikusan C,.

13. Szarkozil: N-laurilszarkozin Na soja.

14. CTAB (cetil-trimetil-ammonium-bromid) vagy Cetavlon.

A legelényosebb a NaDOC és a szarkozil. A hasitd agenseket eldnyds szobahdmérsék-
leten inkubaljuk a hasitando virussal a hasitas elvégzéséhez, példaul éjszakan keresztiil. Hasitd
agensek kombinacioit is alkalmazhatjuk, ha sziikséges.

A hasitott vakcina-készitmény elonyosen legalabb egy feliiletaktiv anyagot tartalmaz,
amely kiilonosen nemionos feluletaktiv anyag lehet. Az egy vagy tobb nemionos feliiletak-
tiv anyag lehet a hasitasi eljaras maradvanya és/vagy hozzdadhatjuk a virushoz a hasitas utan.
Azt tartjak, hogy a hasitott antigén anyagok stabilizalodik nemionos feliiletaktiv anyag jelenlét-
ében, bar nyilvanval6, hogy a taldlmany nem fiigg atdl, hogy ez legyen feltétleniil a helyzet.
Megfelel6 stabilizald6 nemionos feliiletaktiv anyagok kozé tartoznak az oktoxinolok (a Triton
sorozat) polioxietilén-éterek, mint példaul polioxietilén-szorbitan-monooleat (Tween 80T™) ¢€s
az (1) altalanos képlet szerinti polioxietilén-éterek vagy -észterek:

HO(CH>CH,0).-A-R @

amelyben n értéke 1-50, A jelentése kémiai kotés vagy —C(O)-, R jelentése alkil- vagy
fenil-C,.so alkil, vagy ezek koziil kettd vagy tobb barmilyen kombinacidja.

El6ny6s Triton sorozatbeli nemionos feliiletaktiv anyagok kozé tartozik a Triton X-100

(t-oktilfenoxi-polietoxietanol), Triton X-165, Triton X-205, Triton X-305 vagy Triton X-405

Triton N-101. A Triton X-100 kilonosen elényos.
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El6ny6s nemionos feliiletaktiv anyagok nem korlatozé példai kozé tartoznak a fenti (I)
altalanos képlet szerinti polioxietilén-éterek, killonosen az alabbiak: polioxietilén-9-lauril-éter,
polioxietilén-9-sztearil-éter, polioxietilén-8-sztearil-éter, polioxietilén-4-lauril-éter, polioxieti-
1én-35-lauril-éter vagy polioxietilén-23-lauril-éter. Legelényosebben a polioxietilén-éter a
polioxietilén-9-lauril-éter (Laureth 9). A polioxietilén-lauril-éter alternativ kifejezéseit és neveit
a CAS-regiszterben tarjak fel. A polioxietilén-9-lauril-éter CAS-regiszter szama 9002-92-0.
Polioxietilén-étereket, mint példaul polioxietilén-lauril-étert a Merck Index tar fel (12. kiadas:
7717. szam alatt, Merck & Co. Inc., Whitehouse Station, N.J., USA; ISBN 0911910-12-3). A
Laureth 9-et etilén-oxid és dodecil-alkohol reakcidjaval allitjak eld, és atlagosan 9 etilén-oxid
egységet tartalmaz.

Elényosen a stabilizalo feliletaktiv anyag végkoncentracidja 0,001-20%, elényosebben
0,01-10%, és legel6nyosebben korilbeliil 2% (w/v) a végsd vakcina-kiszerelésben. Amikor egy
vagy tobb feliiletaktiv anyag van jelen, ezek altalaban koriilbeliil 2% koncentraciéoban vannak
jelen a végsd kiszerelésben, altalaban mindegyik kortilbeliil 1%, tipikusan korilbelil 0,6% kon-
centracioig, és tipikusabban nyomokban ¢és kortilbeliil 0,2% vagy 0,1 % koncentracioig. Felii-
letaktiv anyagok barmilyen keveréke jelen lehet a talalmany szerinti vakcina-kiszerelésekben.

A burkolt virust megfelelé sejtben, szérumban vagy szérummentes eljarassal torténd
replikacioval allithatjuk eld. A szovettenyészetben tenyésztett virust példaul human sejtekben,
mint példaul MRC-5, WI1-38, HEp-2 sejtekben allithatjuk el6, vagy majomsejtekben, mint pél-
daul AGMK, Vero, LLc-Mk,, LLc-Mk2, FRhL, FRhI.-2, vagy szarvasmarha sejtekben, mint
példaul MDBK, vagy kutyasejtekben, mint példaul MDCK, vagy elsddleges sejtekben, mint
példaul csirkeembrié fibroblasztokban, vagy barmilyen mas sejtekben, amelyek alkalmasak vi-
rusok vakcina céljara torténd termelésére, beleértve a fent emlitett sejtvonalakbol szarmaztatott
klonokat is.

A hasitott vakcina-készitményt elényésen kombinaljuk gyogyaszatilag elfogadhatéd koto-
szerrel. Az alkalmazott gyogyaszatilag elfogadhatd kotdszerek olyanok lehetnek, amelyeket
hagyomanyosan alkalmaznak a vakcinak eléallitisanak szaktertiletén. Egy adott vakcina-
kiszerelésben az alkalmazott kotdszerek kompatibilisek mind egymassal, mind a készitmény
esszencialis alkotorészeivel, oly modon, hogy nincs olyan kélcsonhatas, amely zavarna az al-
kotdrészek vagy a hatoanyagok teljesitményét. Az Osszes kotOszernek természetesen nem to-

xikusnak és elegendden tisztanak kell lennie, hogy human alkalmazasra alkalmasak legyenek.

Kotbszerek megfeleld példai jol ismertek a szakteriileten.
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A vakcina-kiszerelés eldnyosen adjuvanst is tartalmazhat, amely lehet hordozé és/vagy
immunstimulans. Az adjuvans lehet a hasitasi eljaras maradvanya és/vagy hozzaadhatjuk a vi-
rushoz a hasitas utan. Talalmany szerinti vakcinakban torténé alkalmazasra alkalmas adjuvan-
sok jol ismertek a szaktertleten.

Ily moédon egy tovabbi megvalositasi mod szerint a talalmany targya hasitott burkolt vi-
ruskészitmény — amely nem influenzavirus-készitmény — alkalmazasa adjuvanssal kombinalva
intranazalis bejuttatasra kiszerelt vakcina gyartasaban. El6nyosen a készitmény gyogyaszatilag
elfogadhato kotészert tartalmaz.

A talalmany szerinti vakcina-készitményeket alkalmazhatjuk betegségre érzékeny, vagy
betegségtdl szenvedd emlds védelmére vagy kezelésére, azaltal, hogy a vakcinat nazélis uton
beadjuk. A talalmany targyat képezik az ilyen kezelési és védo eljarasok.

Eltekintve a fajdalmas injekcidk szitkségességének elkeriilésétol és az ezzel kapcsolatban
a paciensek tiit6l valo félelem miatti egytittmiikodésének a negativ hatasaitol, a nyalkahartyai
vakcinalas — mint példaul az intranazalis eljards — vonzo, mivel allatokban kimutattak, hogy
antigének nyalkahartyai beadasanak nagyobb a hatékonysaga védé immunvalaszok indukalasa-
ban a nyalkahartyai felszineken, ami sok koérokozé bejutasanak az utja. Ezenfelil azt javasol-
tak, hogy a nyalkahartyai vakcinalas, mint példaul intranazalis vakcinalas nemcsak az orrnyal-
kahartyaban indukalhat nyalkahartyai immunitast, hanem tavoli nyalkahartyai helyeken is, mint
példaul a genitalis nyalkahartyan. A teriileten végzett sok kutatés ellenére még mindig sziikség
van biztonsagos és hatékony, human alkalmazasra alkalmas intranazalis bejuttatasra szolgalo
vakcindk azonositasara.

A taldlmany szerinti intranazalis beadas lehet csepp, permet vagy szaraz por formajaban.
Porlasztott vagy aeroszolizalt vakcina-kiszerelések is a talalmany részét képezik.

Barmilyen alkalmas adjuvanst alkalmazhatunk a talalmany szerinti barmilyen alkalmas
formaban, mint példaul oldat, nem vezikularis oldat, szuszpenzi6 vagy por forméajaban. Az eld-
nyos adjuvansok kozé tartoznak a WO 99/52549. szamu nemzetkozi kozzétételi iratban —
amelynek teljes tartalma hivatkozas Gtjan a kitanitas részét képezi — szemléltetettek. Az el6-
nyds adjuvansok nem korlatozé példai kozé tartoznak nemionos feliiletaktiv anyagok, mint
példaul Tween 80™, Triton X-100™ és Laureth 9, és ezek kombinécioi.

A nemionos feliiletaktiv anyagokat elénydsen kombinalhatjuk immunstimulanssal, mint
példaul lipid-A nem toxikus szarmazékaval, beleértve a 4 912 094. szdmi amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi iratban és a 2 220 211. szamu brit szabadalmi iratban feltartakat, koz-

titkk a monofoszforil- és difoszforil-lipid-A nem toixikus szarmazékait, mint példaul a 3-de-O-
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acilalt monofoszforil-lipid-A-t (3D-MPL) és a 3-de-O-acilalt difoszforil-lipid-A-t. Egy elényos
kombinaci6 a Laureth 9 kombinacidja 3D-MPL-lel. A fenti immunstimulansokat alkalmazhat-
juk a kiszerelésekben nemionos feliiletaktiv anyagok nélkiil is, ha ez alkalmas.

A 3D-MPL egy elonyos forméja olyan emulzio, amelynek kicsi a részecskemérete (ki-
sebb, mint 0,2 pm atmérojli), ésamelynek az eldallitasi médjat a WO 94/21292. szamu nemzet-
kozi kozzétételi iratban tarjak fel. Monofoszforil-lipid-A-t és feliiletaktiv anyagot tartalmazo
vizes oldatokat leirtak a WO 9843670A2. szamil nemzetkozi kozzétételi iratban.

A talalmany szerinti készitményekbe kiszerelendd bakterialis lipopoliszacharidbod!l szar-
mazo adjuvénsokat bakterialis forrasokbol tisztithatjuk és dolgozhatjuk fel, vagy mas megol-
dasképpen szintetikusak lehetnek. Példaul a tisztitott monofoszfril-lipid-A-t Ribi és mtsai. irjak
le [,,Immunology and Immunopharmacology of bacterial endotoxins”, kiad.: Plenum Publ.
Corp., NY, 407-419. old. (1986)], és a Salmonella sp.-bél szarmazod 3-O-deacilalt monofosz-
foril- vagy difoszforil-lipid-A-t a GB 2 220 211. szamu brit szabadalmi iratban és a 4 912 094.
szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratban irjak le. Leirtak mas tisztitott és szin-
tetikus lipopoliszacharidokat is [Hilgers és mtsai., Int. Arch. Allergy. Immunol. 79, 392-396.
old. (1986); Hilgers és mtsai., Immunology 60, 1416. old. (1987); és EP 0 549 074 B1. szamu
eurdpai szabadalmi irat]. Egy kiilonosen elényos bakterialis lipopoliszacharid adjuvans a 3D-
MPL.

Ennek megfelelden a talalmany szerint alkalmazhaté LPS-szarmazék olyan immunstimu-
lans, amelynek a szerkezete hasonlé az 3D-MPL MPL-éhez vagy LPS-éhez. A talalmany egy
masik megvalositasi modja szerint az LPS-szarmazék lehet acilalt monoszacharid, amely az
MPL fenti szerkezetének egy része.

A talalmany egy tovabbi megvalositasi modja szerint az adjuvans egy ADP-ribozilald to-
xin vagy annak a mutansa. Ilyen toxinok példai az E. coli holabilis toxinja (LT) és annak mu-
tansai, mint példaul az LTR192G, és ezeknek a toxinoknak a fragmensei, mint példaul a
gangliozid-kotd komponens (LTB).

Tovabbi elényds adjuvansok kozé tartoznak a szaponin adjuvansok, mint példaul a
QS21.

Javitott rendszer nem toxikus lipid-A-szarmazék és szaponin-szarmazék kombinaciojat
tartalmazza, mint példaul QS21 és 3D-MPL kombinaciojat, amint azt a WO 94/00153. szamu
nemzetkozi kozzétételi irat feltarja, vagy egy kevésbé reaktogén készitményt, amelyben a

QS21-et koleszterinnel csillapitjuk, amint azt a WO 96/33739. szami nemzetkozi kozzétételi

irat feltarja.
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El6nyos eszk6zok a taldlméany szerinti vakcinak intranazélis beadasara a permetezd esz-
kozok. Alkalmas nazalis permetezd eszkozok kereskedelmi forgalomban kaphatok a Becton
Dickinson, Pfeiffer GmBH és Valois cégektol.

Az intranazalis alkalmazasra elény6s permetezd eszkozok teljesitménye nem fiigg a fel-
hasznal6 altal kifejtett nyomastol. A nyomaskiiszob eszkézok kiillonosen hasznosak, mivel a
folyadék csak akkor hagyja el a fuvokat, ha kialakul a hatarnyomas az eszkézben. Ezek az esz-
kozok konnyebbé teszik a szabalyos cseppméretii permet elérését. A talalmany szerinti alkal-
mazasra alkalmas nyomaskiiszob eszk6zok ismertek a szakterilleten, és példaul a
WO 91/13281. szamu nemzetkozi kozzétételi irat, és az EP 311 863 B. szamu eurdpai szaba-
dalmi iratok tarjak fel azokat. Ilyen eszk6zok jelenleg elérheték a Pfeiffer GmbH cégnél, és
azokat ismerteti Bommer is [Bommer, R., ,, Advances in Nasal drug delivery Technology”,
Pharmaceutical Technology Europe, 26-33. old. (1999)].

Elény6s intranazalis eszk6zok 1-500 pum-es tartomanyba esd méretii cseppeket hoznak
létre (folyadékként viz alkalmazasaval mérve). 10 um alatt fennall a belégzés veszélye, tehat
kivanatos, hogy a cseppeknek nem tobb, mint 5%-a legyen kisebb 10 pm-nél.

A kétdozisos bejuttatas egy tovabbi eldnyos sajatossaga a talalmany szerinti vakcinakkal
torténd alkalmazasra szolgald intranazalis bejuttatasi rendszereknek. A kétdozisos eszkozok
egyetlen vakcina-dozis két aldozisat tartalmazzak, egy alddézist mindegyik orrlyukba torténd
beadasra.

A talalmany targyat képezi intranazalis bejuttatasi eszkoz is, amely talalméany szerinti ha-
sitott vakcina-kiszerelést tartalmaz.

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint a talalméany targya gyogyaszati reagenskészlet,
amely talalmany szerinti intranazalis beadasi eszkozt tartalmaz, vagy intranazalis beadasi esz-
kozt és az eszkozzel alkalmazandd kialonallé vakcina-kiszerelést tartalmaz.

A talalmany ezen megvaldsitasi modja nem korlatozodik sziikségszeriien folyékony ki-
szerelések permetezett bejuttatasra. Talalmany szerinti vakcindkat mas formaban is beadha-
tunk, példaul porként.

A taldlmany szerinti kiszereléseket alkalmazhatjuk profilaktikus és terapias célokra is.
Ennek megfelelGen a taladlmany targya eljaras fert6z6 betegségre érzékeny, vagy abban szenve-
d6 emlds kezelésre. Egy tovabbi megvaldsitasi mod szerint a talalmany targya talalmany sze-
rinti vakcina gydgyaszatban torténd alkalmazasra. Vakcina eldallitasat altalaban leirjak a ,,New

Trends and Developments in Vaccines” cimii konyvben [szerk.: Voller és mtsai., kiad.:

University Park Press, Baltimore, Maryland, USA (1978)].
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Vakcinakat barmilyen adagolasi rend szerint beadhatunk, mint példaul egydézisos vagy
kétdozisos rend szerint. A vakcinat naiv vagy beinditott (,,primed”) populaciékban alkalmaz-
hatjuk, azaz seronegativ €s szeropozitiv személyekben.

Elényos, ha a kiszerelés adjuvanst tartalmaz és/vagy virusnak valé kitétel utjan mar bein-
ditott személyeknek adjuk be.

A talalmany targyat képezi tovabb eljaras vakcina-kiszerelés el6allitasara, amely szerint:

(a) burkolt virust hasitunk;

(b) adott esetben dsszekeverjiik a hasitott burkolt virus-készitményt stabilizal6 szerrel; és

() adott esetben osszekeverjiik a hasitott burkolt virus-készitményt adjuvanssal (ahol az
adjuvans lehet hordoz6 és/vagy immunstimulans is).

Alkalmas modon az eljaras az (a) és (b), (a) és (c), vagy (a), (b) és (c) lépéseket tartal-
mazza. Alkalmas modon a stabilizalo szer legalabb egy feliiletaktiv anyagot tartalmaz az alab-
biak kozil: polioxietilén-szorbitan-monooleat (Tween 80™); t-oktilfenoxi-polietoxietanol
(Triton X-100™); polioxietilén-9-lauril-éter.

Adott esetben az ilyen mddon el8allitott vakcinat 3sszekeverjiik hordozoval.

A talalmany kiterjed burkolt virusok hasitasara szolgalo, a leirasban ismertetett eljarasok-
ra is, amelyek a virusnak megfeleld hasitd agenssel valo kezelését tartalmazzak.

A talalmanyt az alabbi példakkal és abrakkal szemléltetjitk, de nem korlatozzuk azokra.

Az 1. abran hasitott RSV A virus Western-blotjat mutatjuk be anti-F ellenanyaggal.

A 2. 4brén hasitott RSVA virus Western-blotjat mutatjuk be anti-M2 ellenanyaggal.

A 3. abrén hasitott RSVA virus Western-blotjat mutatjuk be anti-G ellenanyaggal.

A 4. abran hasitott RSVA virus Western-blotjat mutatjuk be anti-N ellenanyaggal.

Az 5. bran az EM-mel lathatova tett RSV/A kiindulasi anyagot mutatjuk be.

A 6. abran az EM-mel lathatova tett, NaDOC-cal hasitott RSV/A-t mutatjuk be.

A 7. abran az EM-mel lathatova tett PIV3 kiindulasi anyagot mutatjuk be.

A 8. 4bran az EM-mel lathatova tett, NaDOC-cal hasitott PIV3-t mutatjuk be.

A 9. abran az EM-mel lathat6va tett HSV2 kiindulasi anyagot mutatjuk be.

A 10. abran az EM-mel lathatova tett, NaDOC-cal hasitott HSV2-t mutatjuk be.

A 11. dbran az anti-FG ellenanyag-titereket (ELISA, a II. oltas utan) mutatjuk be hasitott
RSV-vel intramuszkularis vagy intranazalis iton immunizalt beinditott egerekben.

A 12. 4bran az anti-RSV/A semlegesitd ellenanyag-titereket (a IL. oltas utan) mutatjuk be

hasitott RSV-vel intramuszkularis vagy intranazalis Gton immunizalt beinditott egerekben.
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A 13. abran az anti-FG IgG izotipus-valaszokat (a II. oltas utan) mutatjuk be hasitott
RSV-vel intramuszkularis vagy intranazalis uton immunizalt beinditott egerekben.

A 14. abran az anti-FG ellenanyag-titereket (ELISA, az I. oltas utan) mutatjuk be hasi-
tott RSV-vel intramuszkularis vagy intranazalis iton immunizalt beinditott egerekben.

A 15. abran az anti-FG ellenanyag-titereket (ELISA) mutatjuk be hasitott RSV-vel int-
ramuszkularis uton immunizalt, nem beinditott egerekben.

A 16. abran az anti-RSV/A semlegesitd ellenanyag-titereket mutatjuk be hasitott RSV-

vel intranazalis iton immunizalt, nem beinditott egerekben.

1. példa. Hasitott virusok eléallitisa

A kiilonféle viruscsaladokbdl szarmazd burkolt virusokat hasitd agensek, mint példaul
feliiletaktiv anyagok hozzaadasaval hasitjuk. A hasitast a hasitott virusok vandorlasanak jel-
lemzésével értékeljiik szukrozgradiensben vagy —parnaban, SDS-PAGE/Western-blot elemzés-
sel, és a hasitott viralis termékek kozvetlen vizsgélataval elektronmikroszkopos értékelés al-
kalmazasaval.

Az ebben a példaban leirt hasitott virusok kulonféle burkolt viruscsaladok képviseldit
tartalmazzak. Példaul a Paramyxoviridae csalad (respiratorikus szincicialis virus A és B,
parainfluenza virus 3, mumpsz és kanyard virus), Togaviridae csalad (rubeola virus) és a
Herpesviridae csalad (Epstein Barr virus, citomegalovirus vagy Herpes simplex virus) tagjait
értékeljuik.

A virusrészecske szétrepesztésének miveletét (hasitas) hasité agens, mint példaul feli-
letaktiv anyag hozzaadasaval végezzik, a sejtmentes viruskészitményhez szolubilizalé koncent-
racioban hozzaadva. Kozelebbrdl, epesavakat és alkilglikozidokat alkalmazunk feliletak-
tiv anyagként. A feliiletaktiv anyagokat — egyediil vagy kiilonféle kombinaciokban — hozza-
adjuk és inkubaljuk, hogy lehet6vé tegyiik a folyamat végbemenetelét.

A hatékony hasitas értékelését kezdetben szukrézgradiens vagy —parna centrifugalas al-
kalmazasaval végezziik. Roviden, feliiletaktiv anyaggal kezelt és nem kezelt mintakat visziink
fel szukrozgradiensre/parnara, és a frakciokat SDS-PAGE gélen elemezziik. A virion-fehérjék
tipusainak a szolubilis frakcioban valo vandorlasa a hatékony hasitast jelzi. A szukr6z-SDS-
PAGE elemzéssel hatékonyan hasitottnak tekintett mintakat tovabb elemezziik elektronmik-
roszkopiaval. A mintakat szokasos negativ festési modszerekkel tessziik lathatova.

Az alabbi specifikus hasitasi kisérleteket RSV-velés PIV-vel hajtottuk végre.
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1.1 Sejttenyésztési konilmények
Human vad tipusi RSV/A/Long és PIV-3 virusokat replikaltunk Vero sejtekben szé-

rummentes eljarassal. A fert6zés elétt a Vero sejteket 4 napon keresztiil tenyésztettilkk a
konfluencia eléréséig. A virustermelési korilményeket adaptaltuk az egyes virusok esetében:
MOI 0,03, 4 nap az RSV/A esetében, MOI 0,001, 3 nap a HSV2 esetében és MOI 0,01, 5 nap
a PIV-3 esetében 37 °C-on. A begylijtés napjan a sejtfolyadékokat visszanyertiik lizis és stabili-

zalo szer hozzaadasa utan, és azonnal taroltuk -70 °C-on.

1.2 Virustisztitas
Az 1,000 x g-n 10 percen keresztil tartd centrifugalassal torténd feltisztitas utan a virus-

részecskéket csapadékba vittitk a feluliszobol PEG 6000 kicsapassal. A csapadékot ujra fel-
szuszpendaltuk 50 mM Tris - 50 mM NaCl - 2 mM MgSO,, pH 7.5 pufferben, majd
benzonazzal kezeltiik. Ezt az oldatot ultrafiltraltuk 500 kDa AGT membranon S térfogat fosz-
fat-pufferelt sooldattal szemben, majd diafiltraltuk 5 térfogat foszfat-pufferrel (pH 7,5) szem-
ben.

Intakt virusrészecskéket allitottunk el6, amint ezt EM-mel és a leirasban ismertetett,

szukrézparnan torténd centrifugalassal igazoltuk. Meghataroztuk a fehérjekoncentraciot.

1.3 Virushasitas
A virusrészecskéket hasito agensnek a sejtmentes viruskészitményhez torténd hozzaada-

saval hasitottuk.
Ahboz, hogy hatasos legyen, a detergenst a kritikus micellaképzési koncentracioja (cmc)

felett kell alkalmazni. Az 6sszes alkalmazott detergenst a cmc-értéke feletti végkoncentracio-
ban alkalmaztuk. Megvizsgaltuk a D/P (detergens/protein) aranyt. Sikeres hasitast értunk el

D/P > 25 arany mellett, amely elonyos érték.
Az alabbi detergenseket alkalmaztuk 2% koncentracioban a virusrészecskék hasitasara:

natrium-deoxikolat, szarkozil, Plantacare és Laureth .
A hasitas utan az oldatokat dializaltuk kiszerelési pufferrel (10 mM PQ4/150 mM NaCl,

pH 7,5) szemben, hogy eltavolitsuk a detergens feleslegét.

A hasitasi eljarast az alabbiakban példaként RSV-t alkalmazva foglaljuk 6ssze:
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RSV-A: Virustisztitasi folyamatabra
Begviljtott anyag feltisztitasa
Centrifugdlas Beckman JA10 rotorban, 3500 RPM (1000 x g) +4 °C-on 10 perc.

Feltisztitott feltiliszo.
10 % PEG-6000 kicsapas.
Lassu keverés 1 6ra 30 percen keresztiil +4 °C-on
Centrifugalas, 3500 RPM (1000 x g), 20 percen keresztiil
A csapadékot felszuszpendaljuk 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM MgS04, pH 7,5 puf-

fer%en.

Benzonaz-kezelés
125 egység/ml

Minimum 4 6ra &l(ubélés keverés mellett

Ultrasziirés: AGT-VAGE4A-500 Kd - 420 cm®
5 térfogat 10 mM PO4(Na), 159 mM NaCl, pH 7,5 pufferrel szemben
majd 5 térfogat 20 mM PO,4(Na), pH 7,5 pufferrel szemben

Hasitas
Detergens hozzéadasa => < 2% végko@centréciéban — inkubalas éjszakan keresztiil

szobahdmérsékleten lassu keverés mellett

Fgltisztitas
,,Dead-end” sziirés Sartopure 300—on (GF2-depth filter 1,2 um)

Ultrasz(irés: detergens eliminalasa — koncentralas
5 térfogat 20 W PO4(Na), pH 7,5
majd 5 térfogat 10 mM PO,(Na), 150 mM NaCl, pH 7,5

Hasitott anyag
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1.4 Hasitott virus jellemzése

A kiindulasi virusok integritasat és a hasitas mindségét 30% szukrozparnan torténd ultra-
centrifugalassal hataroztuk meg (I 6ran keresztiil 50000 rpm-mel Beckman TL100 rotorban).
A frakciokat specifikus Western-blot vizsgalati eljarassal elemeztiik; ezeknek a frakcidknak

némelyikén elektronmikroszkopiat és fert6zéképességi titer vizsgalatokat hajtottunk végre.

1.4.1 Ultracentrifugalas:
Miutan félig feltoltottiik a centrifugacsovet 30% szukroz oldattal (450 pl), az elemzendd

mintat (450 ul) 6vatosan rarétegeztiik erre a szukrozparnara, majd 1 6ran keresztiil centrifu-
galtuk 50000 rpm-mel +4 °C-on Beckman TL100 rotorban. A centrifugalas utan a csé tartal-
mat haromfelé osztottuk. A felsé fazist (300 ul) *feliiliszonak’ nevezziik. A kozépsé fazis (300
pl) az atmeneti fazis a minta €s a szukrozpéarna kozott, amit a leiras szerinti értelemben ’kozép-
sének’ neveziink. Az alsé fazis (300 pl) az als6 oldat a felszuszpendalt csapadékkal, amikor a
centrifugalast egész virussal végezziik; ezt ’csapadéknak’ nevezziik.

Ezt a harom frakcidt tovabb elemeztiik.

1.4.2 Western-blot elemzés:

Ez az elemzés lehet6vé teszi a virus integritasanak az ellenérzését (a csapadék frakcio

pozitiv), és a hasitas hatékonysaganak a meghatarozasat (alkalmas modon a feluluszo frakcid
pozitiv az 6sszes vagy a legtobb szerkezeti fehérjére, mint példaul a burokfehérjékre).

Specifikus ellenanyagokat alkalmaztunk a specifikus viralis fehérjék jellemzésére.

Az RSV-A nem hasitott és hasitott frakcioit elemeztik anti-F-fehérje (felszini fehérje);
anti-G-fehérje (felszini fehérje); anti-N-fehérje (nukleokapszid) és anti-M-fehérje (matrix) tar-
talomra.

A PIV-3 virus esetében a nem hasitott és hasitott frakciokat elemeztiik a HN fehérje tar-
talmukra monoklonalis ellenanyag alkalmazasaval, és az F, M, HN fehérjékre poliklonalis el-
lenanyag alkalmazasaval.

A HSV esetében a nem hasitott és hasitott frakciokat elemeztitk a G fehérje, tegument

fehérje és kapszid fehérje tartalmukra ellenanyagok alkalmazasaval.
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A hasitas kritériuma

A pozitiv Western-blot (WB) szignal jelenléte mind a négy tesztelt fehérje ellen a csapa-
dék frakcidban, és a szignal hidnya a két masik frakcioban a hasitas elott az egész intakt virus
jelenlétét jelzi a viruskészitményben.

A hasitast hatasosnak tekintettiik, ha a burok szétrepedt, és burokfehérjéket detektaltunk
a feliiliszoban és/vagy a kozépso frakcidban. Az RSV esetében a hasitas hatasos volt, amikor
példaul F vagy G fehérjét detektaltunk a feliluszd vagy kozépso frakcioban. Elénydsen az F és

G lényegében a felilisz6 és/vagy kozépso rétegben helyezkedett el, és nem a csapadékban.

Az eredmények Osszefoglalasa:

Az RSV-A eredményeket az 1-4. abrakon mutatjuk be.

Az 6sszes Western-blot eredmény esetében a *Split-O’ jelenti a virust a hasitas el6tt. ’S’,
"M’ és ’P’ jelenti sorrendben a felilisz6”, 'kozéps6’ és ’csapadék’ mintakat, amelyeket a
szukrozparnan végzett ultracentrifugalas utan vettiink. A sivok szamozasa balrol jobbra tor-

tént. A térfogatok az SDS-PAGE gélre felvitt mintak mennyiségét jelentik.

Az 1. 4bran az mAb B4 (anti-F) ellenanyaggal probazott hasitott RSVA Western-blotjat mu-

tatjuk be.
Fels6 rész: Alsbé rész:
1 STD 10 pl 1 STD 10 ul
2 Split — O 10 pl 2 Split - O 10 wl
3 Split O - S 10 ul 3 Split O - S 10 ul
4 Split 0 - M 10 pl 4 Split 0 - M 10 i
5 Split O - P 10 ul 5 Split O - P 10 ul
6 | SplitDOC-S | 10l 6 Split planta — S 10yl
7 | Split DOC -M | 10 pl 7 Split planta— M | 10 pl
8 | Split DOC—-P | 10l 8 Split planta — P 10 pl
9 | Splitsarco—S | 10 pl 9 | Split laureth9 —S | 10 ul
10 | Split sarco—M | 10 pl 10 | Split laureth9 - M | 10 pul
11 | Split sarco—P | 10 pl 11 | Split laureth9 —P | 10 pl
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A 2. 4bran anti-M monoklonalis ellenanyaggal probazott hasitott RSVA Western-blotjat mu-

Fels6 rész:

1 STD 10 wl
2 Split— O 20 W
3 Split O - S 20 pl
4 SplitO-M | 20 pl
5 Split O - P 20 ul
6 | Split DOC-S | 20l
7 | Split DOC-M | 20 ul
8 | Split DOC—-P |20l
9 | Splitsarco—S | 20 ul
10 | Split sarco—M | 20 pl
11 | Split sarco—-P | 20 pl

tatjuk be.
Also rész:
1 STD 10 ul
2 Mintapufter 20 ul
3 Split O — S 20 pl
4 Split 0 - M 20 pl
5 Split O - P 20l
6 Split planta — S | 20 pl
7 Split planta — M | 20 pl
8 Split planta — P | 20 pl
9 | Split laureth9 — S | 20 pl
10 | Split Jaureth9 — M | 20 ul
11 | Split laureth9 — P | 20 pl

A 3. abrén anti-G monoklonalis ellenanyaggal probazott hasitott RSVA Western-blotjat mu-

Felsd rész:
1 STD 10 pl
2 Split — O 20 ul
3 Split O -S 20 pl
4 Split O — M 20 pl
5 Split O - P 20 ul
6 | Split DOC-S | 20l
7 | Split DOC-M | 20 pl
8 | Split DOC-P | 20 pul
9 | Split sarco-S | 20 ul
10 | Split sarco—M | 20 pl
11 | Split sarco-P | 20 pl

tatjuk be.
Also rész:
1 STD 10 pl
2 Mintapuffer 20 ul
3 Split O — S 20 ul
4 Split O — M 20 pl
5 Split O — P 20 pl
6 Split planta — S 20 pl
7 Split planta — M 20 pl
8 Split planta — P 20 pl
9 Split laureth9 — S | 20 ul
10 | Split laureth9 —M | 20 pl
11 | Split laureth9 —P | 20 pl
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A 4. 4bran anti-N monoklonalis ellenanyaggal probazott hasitott RSVA Western-blotjat mu-

tatjuk be.
Felso rész: Also rész:
1 STD 10 ul 1 STD 10 pl
2 Split — O 20 ul 2 Mintapuffer 20 ul
3 Split O - S 20 pl 3 Split O - S 20 ul
4 Split 0 - M 20 pl 4 Split O - M 20 ul
5 Split O - P 20 ul 5 Split O - P 20 ul
6 | Split DOC-S | 20ul 6 Split planta — S 20 pl
7 | Split DOC-M | 20 pl 7 Split planta — M | 20 pl
8 | SplitDOC-P | 20l 8 Split planta — P 20 ul
9 | Splitsarco—S | 20l 9 | Split laureth9 —S | 20 ul
10 | Split sarco-M | 20 ul 10 | Split laureth9 — M | 20 pl
11 | Split sarco—P | 20 ul 11 | Split laureth9 — P | 20 pul

Szignal jelenléte a k6zépsd és feliiluszo frakcidkban, és alig valamekkora csik a csapadék
frakcidban a hasitas utan az F és G fehérjék esetében azt mutatja, hogy a viralis burok teljesen
szétrepedt. Az N és M fehérjék szignalja az osszes frakcioban ezeknek a fehérjéknek a jelenlét-
ét mutatja a hasitott készitményben. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy mind a négy
tesztelt detergens RSVA hasitott virus kialakulasahoz vezetett.

Az Osszes frakcioban, mind a négy fehérje elleni szignalok elemzése, és kiilonosen az
osszehasonlitd szignalok elemzése az N és M fehérjék ellen a hasitast kovetden a kozépsd és
feluluszo frakciokban azt sugallja, hogy a tesztelt korulmények kozott a NaDOC és szarkozil
nemcsak hasitott virust eredményezett, hanem képes volt az Gsszes viralis szerkezet szétre-
pesztésére és a szerkezeti és nem szerkezeti fehérjék szolubilizalasara.

Hasonl6 eredményeket kaptunk a hasitott PIV, HSV és kanyar6 virussal, amelyet példaul

2% NaDOC-cal vagy szarkozillal hasithatunk.

A NaDOC és szarkozil elényos hasitd dgens az dsszes virus esetében.
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1.5 In vitro virustitralasok

Az integritas elvesztése a hasitast kovetden a virust fertdzésképtelenné teszi. Az RSVA

és PIV3 sikeres feltarasat 10° vagy nagyobb csokkenés mutatja a virustiterben a hasitast ko-

vetoen.

1.6 Elektronmikroszkopos (EM) elemzés

Elektronmikroszkopos elemzést hajtottunk végre szokasos kétlépéses negativ festési el-
jarassal, Na-foszfowolframatot alkalmazva kontrasztanyagként [Hayat és Miller, , Negative
Staining”, kiad.: McGraw, szerk.: Hill (1990)]. A racsokat megvizsgaltuk az anyag hasitasi
mintazatanak megallapitasa végett.

A nem hasitott és a NaDoc-cal vagy szarkozillal hasitott RSVA, HSV2 és PIV3 viruské-
szitmények elektronmikroszkopos elemzése alatamasztja a Western-blot elemzéssel kapott
megfigyeléseket. Az eredmények illusztralasira az RSVA, HSV2 és PIV adatokat mutatjuk be.

Az 5. abran EM-mel lathatova tett RSV/A kiindulasi anyagot mutatunk be. A 6. abran
RSV/A-t mutatunk be NaDOC-cal torténd hasitas utan. A 7. abran EM-mel lathatova tett PIV
3 kiindulési anyagot mutatunk be. A 8. dbran PIV 3-t mutatunk be NaDOC-cal torténd hasitas
utan. A 9. abran EM-mel lathatova tett HSV2 kiindulasi anyagot mutatunk be. A 10. abran
HSV2-t mutatunk be szarkozillal torténd hasitas utan.

A nem hasitott virus (egész intakt virus) viszonylag jol megdrzott vagy kissé karosodott
virusrészecskéket tartalmazott, és valamennyi amorf anyagot. A NaDOC-cal vagy szarkozillal
hasitott virusok heterogénen elkenddott amorf anyagot mutattak, kilonbozé mértékben
aggregalodva. Hasonlo adatokat kaptunk a tesztelt virussal (RSV, PIV és HSV). Ezenfeliil

csak kevés azonosithatd virusburok vagy nukleoprotein eredeti szerkezetet figyeltiink meg

RSV-vel és PIV-vel.
2. példa. Hasitott vakcindk immunogenitisa egerekben.

Hasitott RSV és/vagy PIV készitményeket alkalmaztunk immunogénként egerek vakci-
naldsara, hogy megallapitsuk ezeknek a készitményeknek az immunogenitasat. Roviden, 8 he-
tes ndstény egereket immunizaltunk intranazalis hasitott vakcina-készitményekkel Nem
adjuvansozott kontrollt is alkalmaztunk. Két dozist adunk tobb hét eltéréssel.

Két héttel az utolsé dozis beadasa utan az allatokat feldldozzuk, és vért, 1épsejteket

és/vagy nazalis oblitéseket gytjtiink. A virusspecifikus humoralis immunvalaszt a szérumban az
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egérszérumnak virusspecifikus ELISA vizsgalati eljaras alkalmazasaval torténd tesztelésével
allapitjuk meg. Ezenfelil az ellenanyagvalasz izotipus-profiljat is meghatarozzuk izotipus-
specifikus vizsgalati eljarasok alkalmazasaval. A szérumban lévé semlegesit6 ellenanyagok je-
lenlétét specifikus virussemlegesitési vizsgalati eljarassal allapitjuk meg. Relevans lokalis im-
munvalasz indukalasat semlegesitd ellenanyagok alkalmazasaval allapithatjuk meg a nazalis 6b-
litésekben, vagy mas megoldasképpen virusspecifikus IgA mérésével a nazalis oblitésekben.

A virusspecifikus sejtes immunvalasz indukalasat begytijtott 1épsejtek in vitro stimulala-
saval allapitjuk meg, €s a sejtproliferacio (tricialt timidin felvétele) és/vagy IL-5 és IFN-y sti-
mulalt sejtek altali szekréciojanak mérésével.

A kisérletek valtozoinak a hatasat a hasitott kiszerelések minéségének és az indukalt va-

laszok nagysaganak figyelemmel kisérésével allapithatjuk meg.

2.1 Hasitott RSV Kkiszerelések
Az alabbi kisérletsorozat szemlélteti azt, hogy hasitott virusok, mint példaul RSV hatasos

immunvalaszt indukalnak, amikor intranazalis (IN) aton beadjuk azokat. Annak érdekében,
hogy pontosabban tiikrozzik a gyermek (naiv) vagy idos (beinditott) populaciok immunoldgiai
allapotat, az immunogenitast beinditott vagy nem beinditott allatokban értékeltiik, és demonst-
raltuk az immunogenitast mindkét populaciéban. IM beadast alkalmaztunk Osszehasonlitas-
ként.

Az elso kisérletsorozatban 8 hetes ndstény Balb/C egereket alkalmaztunk a hasitott RSV
készitmény immunogenitasanak tesztelésére, vagy IM, vagy IN aton beadva. A beinditast 3 X
10° *tarfoltképzd egység’ (pfu) é16 RSV virus beadasaval értiik el, intranazalisan beadva 60 pl
(2 X 30 pl) térfogatban. Harom héttel a beinditast kovetden az allatokat hasitott RSV antigén-
nel vakcinaltuk. A hasitott RSV termék mennyiségi meghatarozasat az RSV F fehérjére speci-
fikus ELISA alapjan végeztitk, ami méri az F fehérje mennyiségét a hasitott termékben, ossze-
hasonlitva rekombinans FG fehérjestandarddal. Az egerek A jeli csoportjat 2 dézis hasitott
RSV antigénnel immunizaltuk, amely 4,2 ug F fehérjét tartalmazott 100 pl térfogatban, és int-
ramuszkularisan adtuk be 21 napos idékozzel. Az egerek B jelii csoportjat 2 doézis hasitott
RSV antigénnel immunizaltuk, amely 4,2 pg F fehérjét tartalmazott, 50 pg Al(OH);-mal
adjuvansozva 100 pl térfogatban, és intramuszkularis Gton adtuk be 21 napos idékézzel. Az
egerek C jeli csoportjat eldszor egy dozis hasitott RSV antigénnel immunizaltuk, amely 2,7 ug
F fehérjét tartalmazott 60 ul térfogatban, és hasitott RSV antigén 21 nappal kés6bb beadott

masodik dézisaval, amely 4 pg F fehérjét tartalmazott 60 pl térfogatban, intranazalis uton be-

.
L . L X}
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adva. Két héttel az utolsé dozis beadasat kovetden az osszes allatot felaldoztuk, és értékeltiik
az immunvalaszukat.

A kisérlet eredményeit a 11-16. abrakon foglaljuk 6ssze. Az immunvalasz értékelésére
alkalmazott elsé immunoldgiai eredmények ELISA vizsgalati eljarasok voltak, amelyekkel
mértiik a vakcinalt allatok szérumaban jelen lévé dsszes RSV FG-re specifikus immunglobulin
(Ig) vagy az FG-re specifikus IgG izotipusok (IgG, és IgG,4) mennyiségét. Ezekben a vizsga-
lati eljarasokban 96-méréhelyes mikrotiterlemezeket vontunk be rekombinans RSV FG anti-
génnel, és az allatok szérumat sorozatosan higitottuk és felvittilk a bevont méréhelyekre. A
megkotddott ellenanyagot biotinilalt anti-egér Ig, IgG, vagy IgGaa, majd peroxidazzal konju-
galt sztreptavidin hozzdadasaval detektaltuk. A megkotddott ellenanyagot OPDA szubsztrat
hozzaadasaval, majd 2 N H,SOy-el torténd kezeléssel hivtuk eld, €s mértiik az optikai denzitast
(OD) 490 nm-en. Az ellenanyag-titert a SoftMax Pro szoftver alkalmazasaval szamitottuk ki
(négyparaméteres egyenlet alkalmazasaval), és EU/ml egységekben fejeztik ki.

Az ELISA vizsgalati eljarasok mellett semlegesitési vizsgalati eljarasokat is végeztiink az
immunizalasok altal indukalt immunvalasz mindségének tovabbi jellemzésére. A semlegesitési
vizsgalati eljaras esetében allati szérumok felezd higitdsait inkubéltuk RSV/A virussal (3000
pfu) és tengerimalac komplementtel 96-méréhelyes szovettenyészté mikrotiterlemezeken 1
6ran keresztiil 37 °C-on. Hep-2 sejteket (10* sejt/mérdhely) adtunk kozvetleniil mindegyik mé-
réhelyhez, és a lemezeket 4 napon keresztiil inkubaltuk 37 °C-on. A felilluszokat leszivtuk, és
kereskedelmi forgalomban kaphat6 WST-1 oldatot adtunk az egyes mérdhelyekhez. A
mikrotiterlemezeket tovabbi 18-24 oran keresztul inkubaltuk 37 °C-on. Az OD-t 450 nm-en
kovettiik, és a titralast linearis regresszios analizissel elemeztik. A szamitott titer annak a szé-
rumhigitasnak az inverze, amely a nem fertézott sejtek esetében megfigyelt maximalis OD
50%-o0s csokkenését eredményezte.

A 11. 4bran az 6sszes Ig ELISA alkalmazasaval kapott eredményeket mutatjuk be. Bein-
ditott egerekben hatasos anti-FG ellenanyagvalaszt indukaltunk hasitott RSV antigénnel torté-
nd két vakcinalassal, IM (A és B jelii csoport) vagy IN (C jeli csoport) beadva.

Kozelebbrdl, a 11. abran anti-FG ellenanyagtiterket (ELISA) mutatunk be (a masodik
vakcinalast kovetden) egerekben, amelyeket €16 RSV-vel inditottunk be és hasitott RSV-vel
immunizaltunk intramuszkularis (IM) vagy intranazalis (IN) Gton. Az A jelii csoport 2 dozis,
egyenként 4,2 pg hasitott RSV-t kapott IM. A B jelli csoport 2 dozis, egyenként 4,2 pg hasi-
tott RSV-t kapott alummal adjuvansozva IM. A C jeli csoport 2 dozis, sorrendben 2,7 pg és

4,0 ug hasitott RSV-t kapott IN.
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A 12. abran a semlegesitési vizsgalati eljards eredményeit mutatjuk be. Hatasos virus
semlegesitési ellenanyagvalaszt indukaltunk ezekben a beinditott allatokban akar IM, akar IN
vakcinalassal, a hasitott RSV termék két dozisaval.

Kozelebbrdl, a 12. abran anti-RSV/A semlegesitd ellenanyag-titereket mutatunk be (a
masodik vakcinalast kovetden) egerekben, amelyeket €16 RSV-vel inditottunk be €s hasitott
RSV-vel immunizaltunk intramuszkularis (IM) és intranazalis (IN) Gton. Az A jeli csoport 2
dozis, egyenként 4,2 ug hasitott RSV-t kapott IM. A B jelii csoport 2 dozis, egyenként 4,2 pg
hasitott RSV-t kapott alummal adjuvansozva IM. A C jelii csoport 2 dozis, sorrendben 2,7 pg
és 4,0 pg hasitott RSV-t kapott IN.

A 13. 4bran az izotipus-elemzés eredményeit mutatjuk be. Az intranazalisan beinditott
allatokban az IgG,,:IgG; arany megnovekedett a nem beinditott egerekben kapott adatokhoz
(lasd alabb) viszonyitva, Thl-szer(i valaszra valo hajlamot sugallva, amikor az egereket €16 vi-
russal inditjuk be (azaz ami a természetes helyzet id6s populaciokban).

Kozelebbrol, a 13. abran anti-FG IgG izotipus (ELISA) valaszokat mutatunk be (a ma-
sodik vakcinalast kovetden) egerekben, amelyeket €16 RSV-vel inditottunk be €s hasitott RSV-
vel immunizaltunk intramuszkularis (IM) és intranazalis (IN) uton. Az A jelii csoport 2 dozis,
egyenként 4,2 ug hasitott RSV-t kapott IM. A B jelii csoport 2 dozis, egyenként 4,2 pg hasi-
tott RSV-t kapott alummal adjuvansozva IM. A C jelii csoport 2 dozis, sorrendben 2,7 és 4,0
ug hasitott RSV-t kapott IN.

A 14. dbran azt mutatjuk be, hogy még akar egyetlen antigéndozis utan is erés immun-
vélasz alakul ki beinditott populaciokban hasitott RSV-vel torténd IN vakcinalas hatasara. Ily
modon a beinditott populaciokban a hasitott RSV hatasos immunogén, amely magas titer( el-
lenanyagvalaszokat indukal IN vakcinalast kovetden.

Kozelebbrdl, a 14 abran anti-FG ellenanyag-titereket (ELISA) mutatunk be (a masodik
vakcinalast kovetden) egerekben, amelyeket €16 RSV-vel inditottunk be és hasitott RSV-vel
immunizaltunk intramuszkularis (IM) és intranazalis (IN) Gton. Az A jel(i csoport 2 dozis,
egyenként 4,2 ug hasitott RSV-t kapott IM. A B jelii csoport 2 dozis, egyenként 4,2 pg hasi-
tott RSV-t kapott alummal adjuvansozva IM. A C jelii csoport 2 dozis, sorrendben 2,7 és 4,0
ug hasitott RSV-t kapott IN. A D jelti csoport csak be volt inditva, de nem kapott vakcinalast
— az erre a csoportra megadott ellenanyag-titerek a 21 nappal a beinditast kovetéen mért de-
tektalasi szint alatt voltak.

Egy masodik kisérletsorozatban beinditatlan egereket alkalmaztunk az antigéndozisnak

és az adjuvansozasnak a hasitott RSV termék immunogenitasara gyakorolt hatasanak doku-
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mentalasara. Egerek 2,4 pug F fehérjét tartalmazo RSV antigént kaptak (60 pl — 2 x 30 pl dé-
zisban beadva) els6 dozisként. A méasodik dézist 30 nappal késdbb adtuk be, az egerek 3,5 ug
F fehérjét tartalmazo hasitott RSV antigént kaptak. Az IN adott hasitott RSV-t vagy adjuvans
nélkiil adtuk be, vagy S ug E. coli hdlabilis toxin (LT) hozzaadasaval adjuvansoztuk, vagy
0,5% polioxietilén-9-lauril-éterrel ("Laureth 9°). Egy kontroll csoportot intranazalisan immuni-
zaltunk egész tisztitott RSV virussal, amely 2,0 ug F fehérjét tartalmazott az elsé dozisban, és
3,5 ug F fehérjét tartalmazott a masodik doézisban. Két héttel az utolsé vakcinalas utan az
dsszes allatot felaldoztuk, és értékeltiik az immunvalaszukat.

Amint a 15. és 16. abrakon bemutatjuk, ellenanyagvalaszok indukalédnak az IN kiszere-
lések hatasara a nem beinditott egerekben. Mig az ELISA eredmények (15. abra) azt sugalljak,
hogy az IN vakcinalasra adott valaszok alacsonyabbak, mint az IM altal indukaltak, a semlege-
sitési eredmények (16. abra) azt sugalljak, hogy az LT-vel adjuvansozott hasitott RSV IN ki-
szerelés legalabb olyan jo a semlegesitd ellenanyagok indukalasaban, mint az IM, és hogy a
tobbi kiszerelés szintén 6sszehasonlithaté az IM-mel. Ily modon a nem beinditott egerekben az
IN uton beadott hasitott RSV is immunogén.

Kozelebbrdl, a 15. abran anti-FG ellenanyag-titereket (ELISA) mutatunk be (a masodik
vakcinalast kovetden) nem beinditott egerekben, amelyeket hasitott RSV-vel immunizaltunk
intranazalis (IN) és intramuszkularis (IM) uton. Az A jelG csoport 2 dozis, egyenként 2,4 és
3,5 pg hasitott RSV-t kapott IN. A B jelii csoport 2 dozis, egyenként 2.4 és 3,5 pg hasitott
RSV-t kapott Laureth 9-cel adjuvansozva IN. A C jeli csoport 2 dozis, egyenként 2,4 és 3,5
ug hasitott RSV-t kapott LT-vel adjuvansozva IN. A D jeli csoport 2 ddzis, egyenként 2,0 és
3,5 ug egész tisztitott RSV virust kapott IN. Az E jelii csoport 2 dozis, egyenként 4,2 pg ha-
sitott RSV-t kapott IM.

A 16. abran anti-RSV/A semlegesitd ellenanyag-titereket mutatunk be (a masodik
vakcinalast kovetden) nem beinditott egerekben, amelyeket hasitott RSV-vel immunizaltunk
intranazalis (IN) és intramuszkularis (IM) uton. Az A jel csoport 2 ddzis, egyenként 2,4 és
3,5 ug hasitott RSV-t kapott IN. A B jelii csoport 2 dézis, egyenként 2,4 €s 3,5 pg hasitott
RSV-t kapott Laureth 9-cel adjuvansozva IN. A C jeli csoport 2 dozis, egyenként 2.4 és 3,5
ug hasitott RSV-t kapott LT-vel adjuvansozva IN. A D jelt csoport 2 dézis, egyenként 2,0 és
3,5 ug egész tisztitott RSV virust kapott IN. Az E jeli csoport 2 doézis, egyenként 4,2 ng ha-

sitott RSV-t kapott IM.
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Osszefoglalva, ezek a kisérletek demonstraltak, hogy a hasitott RSV antigén erdsen
immunogén mind naiv, mind beinditott populaciokban. Ezenfeliil ezek a kisérletek megmutat-

tak, hogy a hasitott RSV hatékonyan beadhat6 intranazalis Giton, és immunogén.
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Szabadalmi igénypontok

1. Hasitott burkolt viruskészitmény — amely nem influenzavirus-készitmény — alkalma-
zé4sa intranazalis bejuttatasra alkalmas vakcina-kiszerelés gyartasaban.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, amelyben a hasitott burkolt viruskészitmény
respiratorikus szincicialis virus, parainfluenza virus kanyarovirus vagy Herpes simplex virus,
vagy ezek keveréke.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti alkalmazas, amelyben a hasitott burkolt viruskészit-
mény viralis membranfragmenseket, virdlis membran-burokfehérjéket, viralis matrixfehérjéket
és nukleoproteineket tartalmaz.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, amely egy vagy tobb rezidualis
hasit6 agens alkalmazasat is tartalmazza.

5. A 4. igénypont szerinti alkalmazas, amelyben a rezidualis hasitasi dgens az alabbiak
barmelyike: Laureth 9, NaDOC, szarkozil csoport, Tween 80™ vagy Triton X-100™.

6. Az 5. igénypont szerinti alkalmazas, amelyben a hasité agens NaDOC vagy szarkozil.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, amely stabilizalo agens alkalma-
zasat is tartalmazza.

8. A 7. igénypont szerinti alkalmazas, amelyben a stabilizalé agens feliiletaktiv anyag.

9. A 8. igénypont szerinti alkalmazas, amelyben a feliiletaktiv anyag vagy polioxietilén-
szorbitan-monooleat (TWEEN 80T™), t-oktilfenoxipolietoxietanol (TRITON X-100™) vagy
polioxietilén-9-lauril-éter 6nmagaban, vagy ezek keveréke.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, amely adjuvénst alkalmazasat is
tartalmazza.

11. Eljaras 1-10. igénypontok barmelyike szerinti intranazalis vakcina-kiszerelés —
amely nem hasitott influenzavirus-készitmény — eldallitasara, azzal jellemezve, hogy

(a)burkolt virust hasitunk; €s

(b) adott esetben dsszekeverjiik a hasitott burkolt virust stabilizald szerrel, €s

(c) adott esetben dsszekeverjilk a hasitott burkolt virust adjuvanssal (hordozo és/vagy
immunstimulans).

12. A 11. igénypont szerinti eljaras vakcina-kiszerelés eléallitasara, azzal jellemezve,
hogy a hasitott virus-készitményt osszekeverjiik stabilizalo szerrel, amely stabilizalé szer lega-

labb egy feliiletaktiv anyagot tartalmaz az alabbiak kozil: polioxietilén-szorbitan-monooleat
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(TWEEN 80™), t-oktilfenoxipolietoxietanol (TRITON X-100™) vagy polioxietilén-9-lauril-

éter.
13. Hasitott burkolt virus vakcina-készitmény — amely nem hasitott influenzavirus-

készitmény — alkalmazasa betegség profilaxisara vagy kezelésére alkalmas intranazalis vakci-
na-kiszerelés gyartasara.

14. Reagenskészlet 1-10. igénypontok barmelyike szerinti vakcina-kiszerelés intranazalis
bejuttatdsara, amely

(a)hasitott burkolt viruskészitményt; és

(b) intranazalis bejuttato eszkozt tartalmaz.

15. Intranazalis bejuttatd eszkodz, amely 1-10. igénypontok barmelyike szerinti vakcinat
tartalmaz.

16. A 15. igénypont szerinti eszkdz, amely nyomaskiiszob eszkoz.

17. Eljaras burkolt virus altal okozott betegségre érzékeny, vagy abban szenvedd emlds

védelmére vagy kezelésére, azzal jellemezve, hogy 1-10. igénypontok barmelyike szerinti vak-

cinat nazalis iton beadunk.
18. Eljaras, alkalmazas, reagenskészlet vagy eszk6z az 1-17. igénypontok barmelyike

szerint, azzal jellemezve, hogy a vakcina-kiszerelés immunogén szeropozitiv és szeronegativ

személyekben.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
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