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Sublingudlne podédvatelnd kompozicia, obsahujica naj-
menej jeden antigén a glykolipidové adjuvans, ktord je
urCend na pouZitie na vyvolanie sliznicovej a systémovej
imunitnej reakcie, priCom sliznicovd imunitnd reakcia je
IgA reakcia a systémova imunitnd reakcia je sérova IgG
reakcia. Opisané je tieZ pouZitie najmenej jedného antigé-
nu a glykolipidového adjuvans na pripravu sublingudlne
podavatelného lieciva na vyvolanie sliznicovej a systé-
movej imunitnej reakcie, pricom sliznicovd imunitnd re-
akcia je IgA reakcia a systémova imunitnd reakcia je sé-

rova [gG reakcia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 288411 B6

Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka pouZitia najmenej jedného antigénu a glykolipidového adjuvans a farmaceutickej zmesi
vo forme sublingudlne poddvanej kompozicie vhodnej najmé, ale nie vylucne, na imunizdciu ako profylak-
tickd alebo terapeutickd vakeina alebo pri lieCenf alergie.

Doterajsi stav techniky

Imunitny systém sa vyvinul $pecificky na to, aby u hostitel'a detegoval a eliminoval cudz{ alebo novy ma-
teridl. Tento materidl moéZze mat’ virusovy, bakteridlny alebo paraziticky povod a mdze sidlit’ mimo buniek
alebo v bunkdch hostitel'a alebo moZe byt neoplastického povodu. MozZe tiez byt z inych zdrojov a nemus{
byt’ patogenicky alebo nemusi nevyhnutne poskodzovat’ vietky subjekty.

Mukoticky imunitny systém (MIS) pozostdva z lymfoidnych tkaniv v epitelovej vystelke respiraéného,
genitourindrneho a gastrointestindlneho traktu a priamo pod fiou, ako aj pod duktilnym systémom slinnej,
slznej a mlieCnej Zl'azy. Primdrnym produktom MIS je IgA.

Vakcindcia je najlep§ia zndma a najispesnejSia aplikdcia imunologického principu pre l'udské zdravie.
Prirodzene, aby sa zaviedla a schvdlila vakeina, mus{ byt i¢innd a t¢innost’ vSetkych vakcin sa z asu na Cas
prehodnocuje. Uéinnost’ vakeiny ovplyviiuji mnohé faktory. Vakeina sa napriklad obyykle poddva subku-
tdnnou alebo intramuskuldrnou cestou. Poslednou dobou sa na poddvanie terapeutickych vakein proti alergii
pouziva sublingudlna cesta. U¢innd vakcina musi vyvolat’ prisluinid imunitu v zmysle kvantitativnych a kva-
litatfvnych efektov a musi byt stabilnd pri uskladneni. Konkrétne pri nezivych vakcinach je €asto potrebné
posilnit’ ich imunogenicitu nejakym adjuvans. Toto sa moZe tiez pouZit' pri niektorych Zivych, napriklad
oslabenych, vakcinach. Adjuvans je ldtka, ktord zosilfiuje imunitni odozvu na antigén.

Pocas price v roku 1920 na vyrobe antisér zo zvierat na lie€enie I'udf sa zistilo, Ze niektoré litky, menovi-
te soli hlinika pridané do antigénov alebo do emulzii, ktoré obsahujt antigén, silne zvySujui tvorbu protildtok,
t. j. pdsobia ako adjuvans. Hydroxid hlinity sa stdle Siroko pouZziva napriklad s toxoidom zdskrtu a tetanu a
nerozpustny tyrozin sa pouZiva s niektorymi vakcinami proti alergii. Iné rozpustnejSie adjuvans maju tieZ po-
Zadované ucinky, ako je napriklad vyvolanie zvySenej imunitnej odozvy alebo riadenie odozvy napriklad
smerom k odozve THI typu.

3-De-O-acylovany monofosforyl-lipid A je zndmy z GB-A-2220211 (Ribi). Chemicky to mbZe byt zmes
3-de-O-acylovaného monofosforyl-lipidu A so 4, 5 alebo 6 acylovanymi retazcami a teraz ho vyrdba Corixa
Corporation. Vyhodnd forma 3-de-O-acylovaného monofosforyl-lipidu A (v tomto dokumente tieZ oznaco-
vand ako MPL(r) adjuvans) je opisand v medzindrodnej patentovej prihldske ¢. WO 92/16556.

Medzindrodnd patentova prihlaska ¢. WO 98/44947 opisuje pripravok ur€eny na pouzitie v znecitlivujiicej
terapil pacientov s alergiou, ktory zahrnuje voliteI'ne modifikovany alergén, tyrozin a 3-de-O-acylovany mo-
nofosforyl-lipid A.

Znacné tsilie sa venovalo priprave lep§ich adjuvans, zvla$t’ pre T-bunkami sprostredkované odozvy, ale
treba zddraznit', Ze len maloktoré z tychto novsich adjuvans si uz akceptované pre rutinné pouZzitie u l'udi.
MPL(r) adjuvans vSak bolo schvédlené na pouZitie s Melanom vakcinou a vakeiny proti alergii, ktoré obsahuju
MPL(r) adjuvans, st dostupné ako $peciality v Nemecku, Taliansku a Spanielsku.

WO 00/50078 od Chiron opisuje zmes, ktord obsahuje bioadheziva v kombindcii s adjuvans a antigénmi
na poddvanie sliznicou. To vSak len demonstruje produkciu IgG imunitnej odozvy touto zmesou. Okrem toho
bioadhezivum je Cinidlom, ktoré sa fyzikdlne alebo chemicky viaZe na sliznicu. Predpoklada sa, Ze v spojeni
s takouto bioadhéziou niektorych antigén obsahujicich zmesi moZzu existovat’ bezpecnostné problémy. Sub-
lingudlne podédvanie sa nepredpokladd; testovand zmes sa poddva intranazdlne.

Stéle jasne existuje potreba zmesi, ktord generuje mukotickud a systemickd imunitnii odozvu na ochranu
proti baktéridm, virusom a inym parazitickym organizmom a ktord sa mdZe pouZzivat’ ako vakcina proti aler-
gii. Idedlne by takato zmes mala byt poddvatel'nd cestou, ktord je spojend s dobrou akceptovatelnostou pre
pacienta, ako napriklad sublingudlny sposob. TieZ sa zistilo, Ze sublingudlne poddvanie moze poskytnit
rychlu absorpciu a dobri biodostupnost’ poddvanej latky. Sublingudlne poddvanie moZe tieZ byt vyhodné
oproti preruSovanym injekcidm pri udrzovani adekvatnych koncentrécii poddvanej latky v krvi. Vyhodne by
zmes mala obsahovat’ obyCajne dostupné adjuvans.

Podstata vynalezu
Vyndlez sa tyka systému na sublingudlne poddvanie a md vyhody spojené s tymito prostriedkami poddva-

nia. PodrobnejSie povedané, teraz sa zistilo, Ze s antigénom na vyvolanie mukotickej imunitnej odozvy
(MIR) je mozné pouzit’ glykolipidové adjuvans, ako napriklad MPL(r) adjuvans, ked’ sa podavaji sublingu-
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dlne. Prihlasovatelia predpokladaju, Ze st prvi, ¢o spozorovali, Ze takéto pouZitie glykolipidovych adjuvans
sublingudlne mdZe vyvolat’ systemicki IgG-, ako aj mukoticki IgA-sprostredkovani odozvu. Prekvapivo sa
tiez zistilo, Ze MIR moZe byt generovand aj na mieste, ktoré je vzdialen, ale aj blizke sublingudlnemu miestu
poddvania. IgA moZe byt zisteny napriklad v inych lymfoidnych tkanivach, ako napriklad v intestindlnom
trakte, respiratnom trakte a genitourindrnom trakte. To ma zvla§t vyznamné dosledky na lieCenie napriklad
sexudlne prenosnych chordb, pretoZe sublingudlna aplikdcia je pohodlnd a moZe teda viest’ k dobrému dodr-
Zovaniu ddvkového reZimu pacientom.

Zd3 sa, ze ucinok adjuvans je spdsobeny hlavne dvoma aktivitami: trvalou koncentrdciou antigénu na
mieste, kde st nim lymfocyty alebo iné vhodné bunky exponované (ti¢inok zachytenia), a indukciou cytoki-
nov, ktoré reguluju funkciu lymfocytov. Novsie pripravky, ako napriklad lipozémy a imunitu-stimulujice
komplexy (ISCOMS), mdzu dosiahnut’ rovnaky el zabezpefenim toho, Ze antigény v nich zachytené si
doddvané do antigén prezentujucich buniek. Predpokladd sa, Ze bakteridlne produkty, ako napriklad myko-
baktéridlne bunkové steny, endotoxin atd’., psobia stimulovanim tvorby cytokinov. Indukeia cytokinov mé-
Ze byt zvlast uZitoCnd u pacientov s potlaCenou imunitou, ktori ¢asto nemaji odozvu na normélne vakciny.
Predpoklada sa, Ze takdto indukcia cytokinov by mohla tieZ byt uzito¢nd v riadeni imunitnej odozvy v poZa-
dovanom smere, napriklad pri chorobdch, kde sa potrebuje citlivost’ len TH1 alebo TH2 buniek (Roitt a spol.
Immunology, 4. vydanie).

Tiez poskytujeme antigénovy pripravok, ktory moéze preklopit TH1-TH2 rovnovdhu v prospech TH1
odozvy, ktory mdZe byt poddvany na sliznice, vyhodne do tst a konkrétne na sublingudlne miesto. Pripravok
je uzito€ny pri imunoterapii, zvlast’ na poli vakein. Je tieZ uzito¢ny pri Studovani imunitnych odoziev a pri
vyrobe protiltok.

Vo svojom najsirSom zmysle sa tento vyndlez tyka zistenia, Ze glykolipidy budi viest’ k systemickej a
mukotickej humordlnej odozve na antigén, ked’ sa zmes, ktord ich obsahuje, poddva sublingudlne I'ud’'om ale-
bo zvieratdm. Zistilo sa, Ze sa mdZe pouZit’ akykol'vek vhodny sublingudlne poddvatel'ny excipient. Schop-
nost’ glykolipidového adjuvans, ked sa poddva s antigénom sublingudlne, viest' k sérovému IgG, IgGl a
IgG2a ukazuje, Ze vyndlez je aplikovatel'ny na profylaktické vakciny, ako aj na desenzibilizdciu pri alergii.
Schopnost” glykolipidového adjuvans viest’ k mukotickému IgA po sublingudlnom podan{ d’alej ukazuje, Ze
vyndlez je uzitoCnym spdsobom generovania mukotickej imunity. Generovanie mukotickej imunity je uzi-
tocné pri ochrane proti vzduchom §frenym patogénom a zvlast’ proti sexudlne prendsanym chorobdm.

Podstatou vyndlezu je zmes, ktord obsahuje (A) najmenej jeden antigén a (B) glykolipidové adjuvans.

balej vynélez poskytuje pouZitie zmesi, ktord obsahuje najmenej jeden antigén a glykolipidové adjuvans
na vyrobu lieku na vyvolanie mukotickej a/alebo systemickej imunitnej odozvy u I'udf alebo zvierat, ktoré to
potrebuju.

Inym spdsobom sa tento vyndlez tyka pouZitia najmenej jedného antigénu a glykolipidového adjuvans na
vyrobu sublingudlne podavatel'ného lieku na lieCenie mukoticky prendsanych chordb.

Tieto spdsoby podla tohto vyndlezu generujui IgA-sprostredkovant imunitni odozvu.

Inym spdsobom sa tento vyndlez tyka pouZitia najmenej jedného antigénu a glykolipidového adjuvans na
vyrobu sublingudlne poddvatel'ného lieku na vyvolanie IgA imunitnej odozvy.

Této zmes sa ma poddvat’ v Gi€innom mnozstve. Pojem u¢inné mnoZstvo oznacuje netoxické, ale dosta-
toéné mnoZzstvo zmesi na to, aby sa poskytla pozadovand imunologickd odozva. Vhodné i¢inné mnoZstvo
mdZe urcit odbornik v tejto oblasti.

Zmesi podla tohto vyndlezu mozu byt bud’ profylaktické (t. j. chrdnia pred infekciou), alebo terapeutické
(na lie¢enie chordb po infekeii).

Vyhodne sa tdto zmes poddva I'ud’om, cicavcom a inym primdtom vritane primétov, ako st napriklad I'u-
doopy a opice, hospoddrskym zvieratdm, ako su napriklad dobytok, ovce, oSipané, kozy a kone, domécim ci-
cavcom, ako si napriklad psy a macky, laboratérnym zvieratdm vratane hlodavcov, ako si napriklad mysi,
potkany a morcatd, vtdkom vrdtane domadcich, divokych a lovnych vtdkov, ako napriklad kuréatd, moriaky a
iné hrabavé vtdky, kacice, husi a podobne.

Sposob podla tohto vyndlezu mbZe tieZ generovat’ IgG-sprostredkovant imunitni odozvu.

Podl’a iného aspektu tohto vyndlezu sa poskytuje zmes, ktord obsahuje:

(A) jeden antigén alebo viaceré antigény; a
(B) glykolipidové adjuvans.

Vo zvlast vyhodnom uskuto€neni je glykolipid TH1-indukujtice adjuvans.

Vyhodne zmes uZito¢nd v tomto vyndleze obsahuje sublingudlne poddvatel'né zried'ovadlo, excipient ale-
bo nosi¢, ktory pomdha dostupnosti (A) a (B) na mieste poddvania (mukotické sublingudlne miesto posobe-
nia).

Vyhodne sa antigén ziska z baktérif, virusu, priénu, neoplazmy, autoantigénu, rastliny, zvierata alebo
inych patogenickych alebo nepatogenickych organizmov, syntetického alebo rekombinantného materidlu.

Antigén modZe obsahovat’ vybrané podiely antigénovych molekil alebo molekil vyrobenych pomocou
syntetickych alebo rekombinantnych technologif.
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Vyhodne je antigénom nejaky alergén. Alergény su typy antigénov, ktoré maji sklon vyvolat alergiu.
Alergén mdZe obsahovat’ vybrané podiely alergénovych molekiil alebo molekiil vyrobenych pomocou synte-
tickych alebo rekombinantnych technologii.

Dalej v tomto dokumente slov4 antigén alebo antigény zahrnuji slovo alergén alebo alergény.

Vyhodne je antigén vo forme polypeptidu, cukru alebo lipidu. Alternativne mdZe byt antigén vo forme
vektora, ktory obsahuje polynukleotid kddujtici antigénovy polypeptid a kde tento polynukleotid je fungujiico
naviazany na regulaént sekvenciu, ktord riadi expresiu tohto polynukleotidu.

Vyhodne je TH1-indukujicim adjuvans, ale nie je nail obmedzené, MPL(r) adjuvans, 3D-MPL alebo jeho
derivit alebo sol, alebo je to nejaké iné TH1-indukujtice adjuvans alebo kombindacia takychto adjuvans.

Vyhodne je zmes vo forme vakciny.

Vyhodne je zmes vo forme vodného roztoku, gélu, ndplasti, pastilky, kapsuly alebo tablety, najvyhodnej-
§ie ako vodny alebo gélovy roztok.

Tento vyndlez tiezZ poskytuje pouzitie zmesi na vyrobu lieku na lieCenie alebo prevenciu bakteridlnej, vi-
rusovej, priénovej infekcie alebo inych choréb, ako napriklad rakoviny, autoimunity alebo alergie u I'ud{ ale-
bo zvierat.

Vyndlez d’alej poskytuje pouZitie zmesi v spdsobe vyroby jednej protildtky alebo viacerych protildtok,
ktoré rozpozndvaju tento antigén. Vyrobend protildtka moze byt pouZitd na vyrobu lieku na lie€enie bakte-
ridlnej alebo virusovej infekcie, rakoviny, autoimunity alebo alergie u I'udf alebo zvierat. Tento vyndlez je
zvlast dolezity vo vztahu k vzduchom prendSanym patogénom a sexudlne prenaSanym chorobdm.

Tento vyndlez d’alej poskytuje spdsob pripravy antisérového alebo imuno-globulinového pripravku z ne-
ho, ktory zahrnuje imunizovanie l'udf alebo zvierat zmesou podla vynalezu.

Tento vyndlez tieZ poskytuje sposob pripravy zmesi podla tohto vyndlezu, ktory zahrnuje zmieSavanie
roztoku antigénov a glykolipidového adjuvans s farmaceuticky prijatelnym zried'ovadlom, nosi¢om alebo
excipientom, vyhodne vodnym roztokom alebo gélom.

DalSie rozne vyhodné rysy a uskuto€nenia tohto vyndlezu budd teraz opisané pomocou neobmedzujticeho
prikladu.

Imunitné odozva

Imunitnd odozva je selektivna odozva spdsobend pomocou imunitného systému stavovcov, u ktorych st
$pecifické protildtky a/alebo cytotoxické bunky tvorené proti napidajicim mikroorganizmom, parazitom,
transplantovanému tkanivu a mnohym inym ldtkam, ktoré sa rozpoznévaju ako cudzie pre telo, t. j. antigény.
Tvorba protildtok cirkulujicich v krvi je zndma ako humordlna odozva; tvorba cytotoxickych buniek je znd-
ma ako bunkami sprostredkovand alebo bunkovd imunitnd odozva.

Bunky zahrnuté do imunitného systému st organizované do tkaniv a orgdnov tak, aby uskutoc¢tiovali svo-
je funkcie najicinnejsie. Tieto Struktiiry sa kolekt{vne oznacujui ako lymfaticky systém. Lymfaticky systém
obsahuje lymfocyty, spolupracujice bunky (makrofdgy a antigén prezentujtice bunky) a v niektorych pripa-
doch epitelové bunky. Je usporiadany bud’ do diskrétne uzavretych orgdnov, alebo zoskupeni diftizneho lym-
foidného tkaniva. Hlavné lymfatické orgdny a tkaniva sa klasifikujd bud’ ako primdrne (centrdlne), alebo se-
kundarne (periférne). Tento vyndlez sa sistreduje na sekundarne lymfatické orgdny. Sekundarne lymfatické
organy zahrnuju so sliznicami spojené tkaniva a poskytuju prostredie, v ktorom lymfocyty mdzu interagovat
navzijom, so spolupracujicimi bunkami a antigénmi.

Podrobnejsie povedané, generovanie lymfocytov v primdrnych lymfatickych orgdnoch (lymfopoéza) je
nasledované ich migriciou do periférnych sekunddrnych tkaniv. Sekundédrne lymfatické tkanivd obsahuju
dobre organizované uzavreté orgdny - slezinu a lymfatické uzliny - a neuzavreté zoskupenia, ktoré sa nachd-
dzajui v tele. Vicsina neorganizovaného lymfatického tkaniva sa nachddza v tkanive spojenom s mukoticky-
mi povrchmi a nazyva sa so sliznicami spojené lymfatické tkanivo (MALT).

Sliznicovy systém chrdni organizmus pred vstupom antigénov do tela priamo cez mukotické epitelové
povrchy. Lymfatické tkanivd sa nachddzaju teda v spojeni s povrchmi vystielajicimi intestindlny trakt, respi-
raény trakt a genitourindrny trakt. Tento vyndlez sa zvlast tyka lymfatickych tkaniv, ktoré st spojené s po-
vrchmi vystierajicimi sublingudlnu oblast’. Hlavny mechanizmus t¢inku na tomto mieste posobenia je vylu-
Covanie IgA (sIgA), vylu€ovaného priamo na mukotické epitelové povrchy alebo do traktu.

Vylu€ovanie IgA predstavuje viac ako 95 % vsetkych Ig nachddzajicich sa v sekrétoch a je primarne di-
mérny s dvoma monomérnymi jednotkami kovalentne spojenymi s J retazcom. Dimérny IgA sa viaZe na po-
lymérny imunoglobulinovy receptor pIGR na bazidlnom povrchu mukotickych epitelovych buniek. Tento
IgA-pIGR komplex je endocytézovany a transportovany na apikdlny (lumindlny) povrch epitelovej bunky.
Pocas tohto transportného procesu sa mald Cast’ pIGR Stiepi, priom sa zostdvajica zloZka teraz nazyva sek-
re€nd zloZka. Teda IgA je vyluCovany ako dimérny IgA viazany na sekrecni zloZku.

Vylu€ovanie IgA neaktivuje doplnkovy systém, ale pokryva baktérie a virusy, ako napriklad virusu det-
skej obrny, Coxsackie-virusu, rotavirusu a virusu herpesu, ¢im brani ich zachyteniu na mukoticky vystelkovy
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epitel. Niektoré virusy na povrchu epitelu mdZu tiezZ byt neutralizované pomocou pIGR-internalizovaného
IgA.

Generovanie vylucovaného IgA, a teda generovanie mukotickej imunitnej odozvy (d’alej v tomto doku-
mente MIR), mdZe byt detegované pouZzitim technik Standardnych v tejto oblasti techniky, ako je napriklad
ELISA. Len ako priklad sa opisuje v odseku Pripravnd Cast’ prikladu 1 Standardizovany ovalbuminovy
ELISA test pouzity v prikladoch 1 a 2.

MIR na antigén moze viest' k stavu systemickej odozvy na rovnaky antigén, zndimemu ako mukotickd
alebo ordlna tolerancia. Teda mukotickd imunizicia je G¢innou cestou na stimulovanie aj lokdlnej a syste-
mickej imunitnej odozvy.

Antigén

Historicky sa v tomto odbore pojem antigén pouzival pre akiikol'vek molekulu, ktord iniciuje B bunky vy-
tvarat Specifické protilatky. Teraz vak tento pojem mdZe byt pouZivany na oznaCenie akejkol'vek molekuly,
ktord mdze byt Specificky rozpozndvand pomocou adaptivnych prvkov imunitnej odozvy, t. j. pomocou B
buniek alebo T buniek, alebo pomocou oboch. Teda pojem antigén sa chdpe v tejto oblasti techniky tak, Ze
znamend molekulu, ktord reaguje s vopred vytvorenymi protildtkami a/alebo s r6znymi $pecifickymi recep-
tormi na T a B bunkéch. Této definicia zahrnuje to, ¢o je tradi¢ne zndme ako alergény, t. j. ¢inidl4, ako je na-
priklad pelovy prach, ktory spdsobuje IgE-sprostredkovant hypersenzitivitu.

Alergia (typ I hypersenzitivity) je odozva na environmentdlny antigén (alergén), pri ktorej sa IgE protilat-
ky tvoria v relativne vel'kych mnoZstvach u alergickych subjektov v porovnani s nealergickymi osobami a je
spojeny so Zirnymi bunkami a konkrétne bazofilnymi granulocytmi. OkamZitd hypersenzitivna reakcia je tvo-
rend produktmi Zirnych buniek (histamin atd’.), ked’ sa uvol'nia po reakcii medzi IgE na povrchu Zirnej bunky
alebo bazofilného granulocytu a alergénom spdsobujiicim astmu, senni nddchu, sérovi nemoc, systematicku
anafylaxiu alebo kontaktni dermatitidu. Existujd Styri typy hypersenzitivnej reakcie (Typy L, II, 1II a IV).
Typ II a III st protildtkami sprostredkované; Stvrty je sprostredkovany hlavne pomocou T buniek a makrofd-
gov. Vyndlez umoZiiuje imunizovat’ alergénom tak, aby sa odi$lo od alergickej IgE imunitnej odozvy k nea-
lergickej imunitnej odozve.

Teda antigén pouzivany v tomto vyndleze modZe byt alergén ziskany z akejkol'vek alergiu spdsobujiice;
latky, ako napriklad pel’ (napriklad burinovy alebo brezovy pel), strava, jed hmyzu, pleseii, zvieracia kozusi-
na alebo roztoce domového prachu (D. farinae alebo D. pteronyssinus).

Antigénom pouZivanym v tomto vyndleze je vyhodne imunogén, t. j. antigén, ktory aktivuje imunitné
bunky tak, Ze generuji imunitni odozvu proti sebe.

Vo vyhodnom uskuto¢nen{ sa tento vyndlez tyka pripravku ureného na pouZitie ako vakcina a antigén je
uzitocny v takejto vakcine.

Antigénom pouZivanym v tomto vyndleze moze byt akykol'vek vhodny antigén, ktory je dostupny alebo
sa stdva dostupnym.

Typ antigénu pouZivaného vo vakcine zavisi od mnohych faktorov. Vo vSeobecnosti, ¢im viac antigénov
z mikrébov sa zachovd vo vakcine, tym lepSie a Zivé organizmy majui sklon byt’ i¢innejSie neZ usmrtené or-
ganizmy. Vynimky z tohto pravidla si choroby, kde je za patogenicky t€inok zodpovedny nejaky toxin.
V tomto pripade vakcina mdZe byt zaloZend na toxine alebo toxoide samotnom.

Antigén pouzivany v tomto vyndleze mdZe byt ziskany z akéhokol'vek Zijiceho organizmu; intaktného
alebo neZijiceho organizmu; subceluldrnych fragmentov; toxoidov; rekombinantnych na DNA zaloZenych
antigénov alebo anti-idiotypov alebo syntetickych antigénov. Antigén méZe byt ziskany z prirodzenych ale-
bo oslabenych organizmov, ktorymi moéZu byt virusy alebo baktérie. Typ antigénu mdZe byt’ zapuzdreny po-
lysacharid, povrchovy alebo interny antigén. Ak je antigénom rekombinantny na DNA zaloZeny antigén, mo-
7e sa ziskat’ z klonovanych a exprimovanych génov alebo nahej DNA.

Antigén mo6ze byt modifikovany pomocou reakcie napriklad so sietujicim ¢inidlom, ako napriklad dial-
dehydom, konkrétnejSie s glutaraldehydom.

Mikroorganizmy, proti ktorym st dostupné alebo st hl'adané vakciny, zahrnuji napriklad Salmonella,
Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Yersinia, Vibrio, Aeromonas, Pasteurella, Pseudomo-
nas, Acinetobacter, Moraxella, Flavobacterium, Bordetella, Actinobacillus, Neisseria, Brucella, Haemophi-
lus a Escherichia coli.

Vyhodné vakciny zahrnujd kravské kiahne (pre pravé kiahne); vole bacillus (pre bacil tuberkul6zy); obr-
na; osypky, priusnice; rubeola; zItd horicka; varicella-zoster; BCG; besnota; chripka; hepatitida A; tyfus;
Cierny kaSel’; brusny tyfus; cholera; mor; penumokok; meningokok; Haemophilus influensae; hepatitida B;
hepatitida C; tetanus a zdskrt. Na toxine zaloZené vakciny zahrnuji Chlostridium tetani, Corynebacterium
diphtheriae, Vibrio cholerae a Clostridium perfringens.

DalSie hlayné choroby, pre ktoré mozu byt vakciny uZzito¢né, zahrnuji HIV, herpes, virusy, adenovirusy,
rinovirusy, stafylokoky, skupina A streptokokov, Mycobacterium leprae, Treponema pallidum, Chlamydia,
Candida, Pneumocystis, maldria, trypanosomidza, Chagasova choroba, schistosomidza a onchocerkéza.
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Sexudlne prendsané choroby, pre ktoré vakciny mozu byt uzitocné, zahrnuji okrem zmieneného HIV a
herpesu Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, Trichomonas vaginalis, Haemophilus ducreyi, chla-
mydie, Calymmatobacterium granulomatis a hepatitidu.

Bola tiez demonS$trovand pritomnost’ tumorovych antigénov a v dosledku toho vznikol koncept vakcindcie
proti rakovine. V principe tieZ pocatie a implantdcia méZu byt preruSené pomocou vyvolania imunity proti
S§irokému rozsahu tehotenskych a inych reprodukénych horménov.

Typicky bude antigénom polypeptid, ale mbéZu sa tieZ pouzivat alternativne antigénové Struktiry, ako na-
priklad nukleové kyseliny, cukry, lipidy, celé alebo oslabené organizmy, ako napriklad virusy, baktérie alebo
prvoky.

Pojem polypeptid sa pouZiva vSeobecne na oznacenie molekiil zostavenych z mnohych aminokyselin,
aminokyseliny st spojené navzdjom kovalentne, napriklad pomocou peptidovych vizieb. VSeobecne sa poly-
peptid pouZiva zameniteI'ne s pojmami protein alebo peptid, v ¢om sa nezahrnuje rozdiel vo velkosti alebo
funkcii. Rekombinantné polypeptidy mézu byt pripravené pomocou postupov dobre zndmych v tomto odbo-
re tak, ako su napriklad postupy opisané v Sambrook a spol., Molecular Cloning: A Laboratory Manual; 2.
vydanie, Cold Spring Harbor Lab. Press (1989).

Glykolipidové adjuvans

Vo vieobecnom zmysle adjuvans je ldtka, ktord neSpecificky zosilfiuje imunitni odozvu na antigén, t. j. je
imunostimulantom. Vo vSeobecnom zmysle glykolipid je lipidovd molekula bunkovej membrdny s cukrovym
retazcom pripojenym na hydrofébny koniec. Vyhodnymi glykolipidovymi adjuvans podla tohto vyndlezu si
modifikované lipopolysacharidy. Lipopolysacharid je modifikovany tak, Ze jeho toxicita je znizend v porov-
nani so zodpovedajicim divokym typom lipopolysacharidu alebo lipopolysacharidu, z ktorého bol ziskany.
Vyhodne je glykolipidové adjuvans pouZzivané v tomto vyndleze detoxifikovany enterobakteridlny lipopoly-
sacharid alebo jeho lipidova A zloZka. Pojem detoxifikovany oznacuje aj tiplne netoxicky mutant, aj mutant
s nizkou zvySkovou toxicitou toxinu. Vyhodne zachovédva detoxifikované adjuvans menej nez 0,01 %, vy-
hodnejsie 0,001 % zo zodpovedajiceho divokého typu toxinu. Toxicita moZe byt merand v CHO bunkach
pomocou vyhodnotenia morfologickych zmien.

Vyhodne je glykolipidovym adjuvans TH1 indukujuce adjuvans. Ako TH1 indukujiice adjuvans mienime
adjuvans, ktoré ma vlastnosti, ktoré zvysuji TH1 odozvu na antigén. Avsak takéto adjuvans moze tiez mat
sklon jednoducho zvysit hladinu protilatky alebo hladinu vytvorenych antigén $pecifickych buniek alebo do-
konca pomocou indukovania modulaénych cytokinov spdsobit’ anergiu (nepritomnost’ odozvy) v niektorych
populdcidch buniek.

Podrobnejsie povedané, imunitnd odozva na antigén je vSeobecne bud’ T bunkami sprostredkovana (¢o
mbdZe zahrnovat’ zabfjanie buniek), alebo humordlna (tvorba protildtok cestou rozpoznania epitopov antigé-
nu). Obraz cytokinovej produkcie pomocou T buniek zahrnutych v imunitnej odozve moze ovplyvnit ktory
z tychto typov odozvy prevldda; napriklad bunkami sprostredkovand imunita (TH1) je charakterizovand vy-
sokou tvorbou IL-2 a IFNy ale nizkou IL-4 tvorbou, kym pri humoralnej imunite (TH2) obrazom moZe byt
nizky IL-2 a IFNy, ale vysoky IL-4, IL-13, IL-5. Odozvy si obvykle modulované na hladine sekunddrnych
lymfatickych orgdnov alebo buniek, takZe farmakologickd manipuldcia cytokinovych obrazov Specifickych T
buniek a antigén prezentujticich buniek mo6ze ovplyvnit typ a rozsah generovanej imunitnej odozvy.

TH1-TH2 rovnovédha oznacuje premenu alebo prevlddanie dvoch roznych foriem pomocnych T buniek.
Tieto dve formy maji velky rozsah a Casto protichodné ti¢inky na imunitny systém. Ak imunitnd odozva
uprednostiiuje TH1 bunky, potom tieto bunky budu viest’ bunkovi odozvu spojent s tvorbou protilatok, kym
TH2 bunky budu viest’ protildtkovo dominujticu odozvu. Izotyp protildtok zodpovednych za niektoré alergic-
ké reakcie IgE a s tym spojené zdpalové odozvy su vyvolané cytokinmi z TH2 buniek.

Utinnost” nejakého adjuvans ako TH1 indukujiiceho adjuvans moZe byt uréend pomocou urenia profilu
protildtok namierenych proti antigénu v ddsledku podédvania tohto antigénu vo vakcinach, ktoré tieZ obsaho-
vali rozne adjuvans.

Vyhodne je ako adjuvans pouzity modifikovany lipopolysacharid. Ako sa opisuje v US patente ¢.
4,912,094, enterobakteridlne lipopolysacharidy (LPS) si silné imunostimulanty. MoZe vSak tieZ vyvolat
$kodlivé a niekedy zhubné odozvy. V sticasnosti je zndme, Ze endotoxické aktivity spojené s LPS st spdso-
bené jeho lipidovou A zloZkou. Preto tento vyndlez vyhodnejSie pouZiva detoxifikovany derivét lipidu A. Co-
rixa Corporation vyrdba derivit lipidu A pdvodne zndmy ako preCisteny detoxifikovany endotoxin (RDE),
ktory sa ale stal zndmy ako monofosforyl-lipid A (MPL(r) adjuvans). MPL(r) adjuvans méZe byt vyrdbané
pomocou refluxovania LPS alebo lipidu A ziskaného z bezhept6zovych mutantov gram negativnych baktérif
(napriklad Salmonella sp.) v roztokoch minerdlnych kyselin so strednou silou (napriklad 0,1 mol/l HCI) po-
¢as doby asi 30 minit. Toto opracovanie spdsobi stratu fosfatovej skupiny v polohe 1 redukujiceho konca
glukézaminu. Okrem toho pocas tohto opracovania mdZe byt odstrdnené zo 6' polohy neredukujticeho gluké-
zaminu jadro cukru. MPL(r) adjuvans a 3-deacylovany monofosforyl-lipid A a spdsoby ich vyroby su opisa-
né v US patente €. 4,436,727 a US patente ¢. 4,912,094 a preverenom certifikdte B1 4,912,094,
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Vyhodne sa v§ak pouZiva modifikovany LPS alebo lipid A, v ktorom si detoxifikovany lipid A zachovéva
jadro skupiny pripojenej na 6' polohu neredukujiceho gluk6zaminu. Takéto derivdty LPS a lipidu A su tieZ
opisané v US Patente €. 4,912,094. PodrobnejSie povedané, US patent €. 4,912,094 opisuje modifikovany li-
popolysacharid, ktory sa ziska pomocou spdsobu selektivneho odstrdnenia len P-hydroxymyristového acylo-
vého zvySku lipopolysacharidu, ktory je esterovo naviazany na redukujuci koniec gluk6zaminu v polohe 3'
tohto lipopolysacharidu, ktory zahrnuje podrobenie tohto lipopolysacharidu alkalickej hydrolyze. Takyto de-
-O-acylovany monofosforyl-lipid A (MPL(r) adjuvans), difosforyl-lipid A (DPL) a LPS méZe byt pouZivany
v tomto vyndleze. Teda vo vyhodnom uskutoCneni tento vyndlez pouziva MPL(r) adjuvans, DPL alebo LPS,
v ktorych poloha 3' redukujticeho konca glukézaminu je de-O-acylovand. Tieto latky st zndme ako 3D-MPL,
3D-DPL a 3D-LPS.

V US patente €. 4,987,237 sti opisané derivaty MPL(r) adjuvans, ktoré maji vzorec:

R\ ﬁ
SN—R—C—0 OPOH,,
z/
R
HO

kde R' a R sti H, R? je priamy alebo rozvetveny retazec uhl'ovodika zloZeny z C, H a volitel'ne O, N a S,
ktoré, ak ich je viac ako jeden atém, mdzu byt rovnaké alebo rdzne, kde celkovy pocet C atémov nepresahu-
je 60, a krizok predstavuje MPL jadro.

Alternativne mé derivit MPL(r) adjuvans vzorec

O-‘
Il .
[N__.Ri__.c 0—E | D—orogH,

"R L S

HO
Kde segment derivdtu predstavovany

i
H }ffl{-—-RMC )

obsahuje 2 a7 60 C atémov a kde R? je priamy alebo rozvetveny ret'azec uhl'ovodika zloZeny z C, H a voli-
telne O, N a S, ktoré, ak ich je viac ako jeden atém, moZu byt rovnaké alebo rézne, a X je a minimdlne 1 a
mdZe to byt akékol'vek celé Cislo také, Ze celkovy pocet C atémov v celom x segmente nepresahuje 60, a kde
chemicka Struktira kazdého R’ moZe byt rovnaka alebo rozna v kazdom takomto segmente a kde krizok
predstavuje MPL jadro.

Jedno komercne dostupné adjuvans od Corixa Corporation obsahuje 2 % hmotnostné Skvalene, 0,2 %
hmotnostného Tween 80 a ako aj MPL(r) adjuvans.

Inym komeréne dostupnym adjuvans je Detox(r) adjuvans (Corixa Corporation), ktory obsahuje MPL(r)
adjuvans a skelet steny mykobakteridlnych buniek.

Vsetky takéto derivdty alebo soli LPS alebo lipidu A, ktoré si alebo sa stdvaji dostupné, sa mézu pouZi-
vat’ v tomto vyndleze. Vyhodné derivity a soli st tie, ktoré st farmaceuticky prijatel'né.

TH1 indukujice adjuvans sa mdZe zmiesat’ s inymi zloZkami zmesi priamo pred poddvanim. Alternativne
sa moze pripravit’ spolu s inymi zloZkami po€as vyroby produktu. Alternativne sa moze poddvat v réznom
Case neZ iné zlozky. Poddvanie moze byt mnohymi sposobmi. Vyhodne sa glykolipidové adjuvans poddva
v mnoZstve od 1,0 mg do 250 mg, vyhodnejsie 25 mg az 50 mg.

Vakciny

Jeden aspekt tohto vyndlezu sa tyka spdsobu vyvolania imunologickej odozvy, vyhodne mukotickej imu-
nologickej odozvy u cicavcov, vyhodne l'ud{, ktory zahrnuje sublinguilne okovanie jedinca zmesou podla
tohto vyndlezu na vyvolanie protildtkovej, vyhodne IgA a/alebo T bunkovej, imunitnej odozvy. Vyhodne je
odozva adekvdtna na ochranu tohto jedinca pred infekciou, zvlast’ bakteridlnou alebo virusovou infekciou.
Vyhodne je odozva adekvétna na ochranu tohto jedinca pred chorobou, bez ohl'adu na to, ¢i choroba uz zaca-
la u tohto jedinca alebo nie. Teda imunologickd odozva sa moZe pouZivat’ terapeuticky alebo profylakticky.

Vakeiny mdzu byt pripravené zo zmesi podl'a tohto vyndlezu. Priprava vakeiny obsahujticej antigén ako
aktivnu zlozku je zndma odbornikom v tejto oblasti techniky. Typicky sa takéto vakeiny pripravuji bud’ ako
kvapalné roztoky, alebo suspenzie; mdzZu sa tieZ pripravit’ tuhé formy vhodné na pripravu roztoku alebo sus-
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penzie v kvapaline pred poddvanim. Pripravkom mdZe tieZ byt gél, emulzia, alebo zmes zapuzdrend v lipo-
zémoch. Vhodné excipienty si napriklad voda, fosforeCnan aménny, dextréza, glycerol, etanol alebo podob-
ne a ich kombin4cie.

Zmesi zahrnujui také normdlne pouZivané excipienty, ako je napriklad manitol, lakt6za, Skrob, stearan ho-
reCnaty, sacharin sodny, celul6za, uhliitan horeCnaty farmaceutickej Cistoty a podobne. Tieto zmesi maji
formu roztokov, suspenzii, tabliet, piluliek, kapstil, pripravkov s trvalym uvolfiovanim alebo praskov a obsa-
huji 10 % az 95 % hmotnostnych aktivnej zloZky, vyhodne 25 % aZ 70 % hmotnostnych. Ak vakcinové
zmes je lyofilizovand, lyofilizovany materidl moze byt rekonstituovany pred poddvanim napriklad ako sus-
penzia. Rekonstiticia sa vyhodne uskutocfiuje v pufri.

Okrem toho, ak sa to pozaduje, vakcina moZe obsahovat’ minoritné mnoZstvd pomocnych latok, ako si
napriklad zvlh¢ujtice alebo emulzifikacné Cinidld, pH pufrujice €inidld a/alebo d’al§ie adjuvans, ktoré zvysu-
ju d¢innost’ vakciny.

Podiel antigénu a adjuvans sa mdze menit’ v §irokom rozsahu, pokial st obe pritomné v ticinnych mnoz-
stvach. Typicky su vakeiny upravené tak, aby obsahovali konecnt koncentraciu antigénu v rozsahu 0,2 pg/ml
az 200 pg/ml, vyhodne 5 pg/ml az 50 pg/ml, najvyhodnejsie asi 15 pg/ml. Vyhodny pripravok sa moze urcit
pomocou zndmeho postupu rozsahu ddvkovania a odkaz sa nachddza v Remington: The Science and Practice
of Pharmacy, Mack Publishing Company) 19. vydanie, 1995.

Po priprave mdZe vakcina byt v€lenend do kontajnera, ktory moZze byt sterilny, ktory sa méZze potom
uzavriet’ a uskladnit’ pri nizkej teplote, napriklad 4 °C, alebo sa moZe vysusit’ mrazom. Lyofilizdcia umoZziiu-
je dlhodobé uskladnenie v stabilizovanej forme.

Antigény pouzivané v tomto vyndleze mdzu byt upravené do vakciny ako neutrdlne alebo sol'né formy.
Farmaceuticky prijatel'né soli zahrnuji kyslé adi¢né soli (vytvorené s volnymi aminoskupinami peptidu) a
soli, ktoré su tvorené s anorganickymi kyselinami, ako je napriklad kyselina chlorovodikovd alebo fosfore¢-
nd, alebo organickymi kyselinami, ako je napriklad kyselina octovd, $tavel'ovd, vinna a malefnova. S volny-
mi karboxylovymi skupinami moéZu tieZ byt ziskané soli tvorené s anorganickymi bdzami, ako je napriklad
hydroxid sodny, draselny, aménny, vdpenaty alebo Zelezity, a organickymi bdzami, ako je izopropylamin,
trimetylamin, 2-etylaminoetanol, histidin a prokain.

Zmes bude poskytovand ako tablety, kapsuly alebo iné vhodné pripravky s excipientami poZadovanymi
na vyrobu takychto pripravkov.

Priprava protildtok pouZitim zmesi podl’a tohto vyndlezu

Zmesi podla tohto vyndlezu sa mozu pouzivat priamo ako imunogény pomocou spdsobov poddvania opi-
sanych v tomto dokumente, bez pouzitia d’alsich adjuvans na generovanie antiséra, $pecifickych imunoglobu-
linov alebo monoklondlnych protildtok. Vyndlez teda poskytuje spdsob vyvolania tvorby antigén- $pecific-
kych imunoglobulinov, ktory zahrnuje kroky:

a) imunizovanie zvierat zmesou podl'a vyndlezu;
b) ziskanie imunoglobulinu $pecifického pre oblast’ antigénu zmesi zo séra zvierat, a
¢) selektovanie klonov buniek produkujucich monoklondlne protildtky.

Techniky generovania protildtok st vysvetlené v Kohler a Milstein, Nature (1975) 256: 495-497.

Zvieratami pouZivanymi na tvorbu protildtok mdzu byt akékol'vek zvieratd normalne pouzivané na tento
ucel, zvlast cicavce. Zvlast si indikované mysi, potkany, morcatd a krdliky. Zvieratd sa opracuju s priprav-
kami opfsanymi v tomto dokumente.

Konkrétnejsie povedané, pripravok podla tohto vyndlezu, ktory obsahuje antigén, sa mdZe pouzivat’ na
vyrobu protiltok, aj polyklondlnych, aj monoklondlnych. Ak sa pozaduju polyklondlne protildtky, imunizuje
sa vybrany cicavec (napriklad mys, kralik, koza, ko1 atd’.). Odoberie sa sérum imunizovanych zvierat a spra-
cuje sa podla zndmych postupov. Ak sérum obsahuje polyklondlne protilatky na iné antigény, pozadované
polyklondlne protildtky sa mdzu Eistit’ pomocou imuno-afinitnej chromatografie. Techniky na vyvolanie a
spracovanie polyklondlnych antisér st zndme v tomto odbore.

Monoklondlne protildtky namierené proti antigénom pouZivanym v tomto vyndleze mozu tieZ byt 'ahko
vyrdbané odbornikmi v tejto oblasti techniky. VSeobecnd metodolégia vyroby monoklondlnych protildtok
pomocou hybridémov je dobre zndma. Nesmrtel'né protildtky produkujice bunkové kmene sa mozu vytvorit
pomocou flizie buniek a tieZ pomocou inych technik, ako napriklad priamou transformaciou B-lymfocytov
s onkogénnou DNA, alebo transfekciou s virusom Epstein-Barr. Panely monoklondlnych protildtok vytvéra-
nych proti antigénom mozu byt triedené podl'a réznych vlastnosti; t. j. podla izotypu a epitopove;j afinity.

Alternativna technika zahrnuje skrining figovych zobrazovacich kniZnic, kde napriklad fig exprimuje
scFv fragmenty na povrchu svojho pokrytia s vel'mi roznymi hypervariabilnymi tisekmi imunoglobulinovych
retazcov (CDR). Této technika je dobre zndma v tomto odbore.

Protildtky, aj monoklondlne, aj polyklondlne, ktoré si namierené proti antigénom, st zvl4st’ uZitocné
v diagnostike a tie, ktoré si neutralizujice, si uzito€né pri pasivnej imunoterapii. Monoklondlne protilatky,
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konkrétne mozu byt pouzivané na vznik antiidiotypovych protildtok. Antiidiotypové protilatky si imunoglo-
buliny, ktoré nesi vnttorny obraz antigénu infekéného Cinidla, proti ktorému sa pozaduje ochrana.

Techniky vzniku antiidiotypovych protildtok st zndme v tomto odbore. Tieto antiidiotypové protildtky
mdZu tieZ byt uZitoné na lieCenie, ako aj na objasnenie imunogénnych oblasti antigénov.

Na tieto ticely tohto vyndlezu zahrnuje pojem protildtky, ak to nie je $pecifikované inak, fragmenty cel-
kovych protildtok, ktoré si zachovavaju ich aktivitu viazania sa na ciel'ovy antigén. Takéto fragmenty zahrnu-
ju Fv, F(ab') a F(ab')2 fragmenty, ako aj jednotlivé retazce protilatok (scFv). Dalej protilatky a ich fragmenty
mdZe byt humanizovanymi protildtkami, ako sa napriklad opisuje v EP-A- 239400.

Priprava zmesi

Zmes podl’a tohto vyndlezu moZe byt pripravend pomocou zmieSavania vodného roztoku antigénu s gly-
kolipidovym adjuvans a pridanim mukoticky poddvatel'ného zried'ovadla, excipienta alebo nosi¢a bud’ pred
zmienenym zmiSanim alebo po zmienenom zmie$ani. Alternativne mdzZe byt glykolipidové adjuvans spolu-
zraZzané s antigénom. Aj zmie$ané alebo aj spoluzrdzané s inymi zlozkami zmesi pred poddvanim méze byt
glykolipidové adjuvans poddvané na r6zne miesta a/alebo v inom €ase neZ iné zlozky. Zmes glykolipidového
adjuvans a antigénu moéZe tieZ byt v€lenend do gélov, kapsiil, pastiliek atd’., alebo mbZe tiez byt poskytovand
v roznych tpravéch, ako s nédplasti, ktoré mézu byt’ dvoj- alebo vyhodne jednostranné.

MPL (alebo iné TH1-indukujice adjuvans), ktoré bolo rozpustené pomocou opracovania ultrazvukom
alebo inymi prostriedkami (opisané neskdr v Casti Priprava roztoku MPL(r) adjuvans), mdze byt pred jeho
pridanim k antigénom zriedené réznymi prostriedkami. Pripravok MPL sa po¢iatoCne vyrobi s koncentraciou
typicky medzi 0,5 mg na ml a 4 mg na ml, napriklad 1 mg na ml. MdZe potom byt zriedeny na koncentraciu
medzi 500 pg/ml a 20 pg/ml, vyhodne 100 pg/ml. Toto zriedenie sa mdZe urobit’ v Cistej vode alebo v inych
rozpts§tadlach, ako napriklad vo vodnom roztoku glycerolu obsahujicom medzi 1 % a 50 % hmotnostnymi
glycerolu.

Vhodné fyziologicky prijatelné nosie a zried'ovadld zahrnuju sterilnd vodu alebo vodny roztok 5 %
hmotnostnych dextrézy. Zmesi st urené na humdnne alebo veterindrne pouZitie a si upravené na poddvanie
na sliznicu, vyhodne na sublinguélne podédvanie.

Cesty poddvania a ddvkovanie opisané v tomto dokumente si zamysl'ané len ako ndvod, pretoZe skiseny
praktik bude schopny l'ahko urit’ optimalnu mukoticki cestu poddvania a ddvku pre akéhokol'vek konkrét-
neho pacienta a stav.

Priprava, ddvkovanie a poddvanie zmes{

Zmes podl’a tohto vyndlezu m6Ze vhodne byt pripravend s farmaceuticky prijatel'nym zried'ovadlom, no-
siCom alebo excipientom vhodnym na sublingudlne poddvanie. Podrobnosti farmaceutickych excipientov sa
mozu ndjst’ v Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2. vydanie (1994), The Pharmaceutical Press, London,
Editors: Wade & Weller.

Zistili sme, Ze d6leZitym aspektom tohto vyndlezu je sublingudlne poddvanie zmesi podla tohto vyndlezu.
MozZe sa oCakdvat, Ze gélovy alebo iny viskézny pripravok bude vyhodny v dosledku zvy$eného kontaktu an-
tigénu so sublingudlnym povrchom. Tento vysledok sa v§ak méZe tieZ dosiahnut’ s inymi pripravkami, ako je
napriklad vodny roztok. Pri mySiach, sa zistilo, Ze jednoduchy roztok poskytuje podobné vysledky ako gélo-
vy pripravok. Nie je poZadované, ani vhodné, aby pripravok bol fyzikdlne alebo chemicky viazany na tkanivo
sliznice.

Pripravky vhodné na sublingudlne poddvanie zahrnujui vodné a nevodné sterilné roztoky, ktoré mozu ob-
sahovat antioxidanty, pufre, bakteristatické litky a rozpustené 1dtky, ktoré robia pripravok izotonickym s te-
lesnou kvapalinou jedinca, vyhodne sliznicou, vodné a nevodné sterilné suspenzie, ktoré mézu zahrnovat
suspenzacné Cinidld alebo zahustujice Cinidld. Pripravky mdzu byt poskytované v jednoddvkovom alebo
multiddvkovom kontajneri, napriklad ako uzavreté ampuly a liekovky, a mozu sa uskladnit’ v mrazom vysu-
$enom stave vyZadujicom bezprostredne pred pouZitim len pridanie sterilného kvapalného nosica.

Vyhodne je tieZ v zmesi podla tohto vyndlezu pritomny nosi¢. Nosi¢om moZe byt emulzia olej vo vode
alebo hlinitd sol’, ako napriklad fosforecnan hlinity alebo hydroxid hlinity.

Netoxické emulzie olej vo vode vyhodne obsahuju netoxicky olej, napriklad skvaldn alebo skvalén, emul-
zifikétor, napriklad Tween 80, vo vodnom nosi¢i. Vodnym nosi¢om moze byt napriklad fosfatom pufrovany
sol'ny roztok.

Tento vyndlez tiez poskytuje polyvalentni vakcinovi zmes, ktord obsahuje vakcinovy pripravok podla
tohto vyndlezu v kombindcii s inymi antigénmi, zvlast’ antigénmi uZito€nymi na liecenie rakoviny, autoimu-
nitnych chordb a pribuznych stavov.

Vseobecne nosiCe mdzu zahrnovat,, ale nie si na ne obmedzené, dextrézu, vodu, glycerol, etanol a ich
kombinécie.

Vynélez sa d’alej tyka farmaceutickych pakov a kitov, ktoré obsahuji jeden kontajner alebo viac kontaj-
nerov naplnenych s jednou zlozkou alebo viacerymi zloZkami zmienenych zmesi podl'a vynilezu.
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Podévanie tychto zmes{ moze byt vo forme hojivych masti, past, gélov, roztokov, praskov a podobne.
Gély mézu vhodne byt pripravené pouZzitim karbopolu, tieZz zndmeho ako karbomér - karboxyvinylovy po-
lymér, alebo zahustujiceho Cinidla zaloZeného na celuléze, ako napriklad hydroxyetylceluléza, hydroxypro-
pylceluléza alebo hydroxypropylmetylcelul6za, vdpenatd sol karboxymetylcelulézy, sodnd sol’ karboxyme-
tylcelulézy, etylceluléza, metylceluléza. Gély mdze tieZ byt vhodne pripravené pouZitim latok: arabskd gu-
ma, kyselina alginovd, bentonit, cetostearylalkohol, Zelatina, guarovd guma, kremicitan hore¢nato-hlinity,
maltodextrin, polyvinylalkohol, propylénkarbondt, propylénglykolalginit, koloidny oxid kremicity, algindt
sodny, tragakantovd a/alebo xantdnovd guma. Zvlast’ vyhodné su karbopol a €inidld zaloZené na celuléze.

Zmesi sa poddvaju spdsobom kompatibilnym s pripravkom zvolenym na ddvkovanie a v takom mnoZstve,
Ze budd profylakticky a/alebo terapeuticky G€inné. Poddvané mnoZstvo, ktoré je vSeobecne v rozsahu 0,5 pg
az 250 pg antigénu na davku, zdvisi od lieCeného subjektu, kapacity imunitného systému subjektu syntetizo-
vat’ protildtky a stupiia poZadovanej ochrany. Vyhodny rozsah je od asi 2 pg do asi 40 pug na davku. V niekto-
rych pripadoch pacient bude lieCeny so sériou davok, ktoré budd zahrnovat’ reZim so stipajicou davkou.

Vhodnd velkost’ ddvky je asi 0,1 ml, ale v reZime ddvkovania ddvka mbZe zaCat’ s mensim objemom a
koncit pri vy$§om objeme. Presné poddvané mnozstva aktivnej zlozky mézu zdvisiet’ od postidenia praktic-
kym lekdrom a mbézu byt zvlast pre kazdy jednotlivy subjekt.

Zmes mdZe byt poddvand v rozvrhu jedinej davky alebo vyhodne v mnohondsobnom davkovom rozvrhu.
Mnohondsobny ddvkovy rozvrh je taky, pri ktorom primdrny priebeh vakcindcie méze byt s 1 az 10 oddele-
nymi ddvkami, nasledovanymi inymi ddvkami danymi v postupnych €asovych intervaloch pozadovanych na
udrZanie a/alebo zosilnenie imunitnej odozvy, napriklad 1 aZ 4 mesiace pre druhi ddvku, a ak je to potrebné,
dalsia davka(y) po niekol’kych mesiacoch. Ked’ sa tento produkt pouZziva na lieCenie alergie, rezimy podava-
nia budd zahrnovat’ Castejie ddvkovanie. Davkovy reZim bude tieZ najmenej Ciastocne ureny potrebami
jednotlivea a bude zavisiet’ od postidenia praktickym lekdrom.

Okrem toho, zmes obsahujiica antigén(y) moZze byt poddvand v spojeni s inymi imunoregulaénymi €inid-
lami, napriklad imunoglobulinmi.

Vynédlez bude opisany pomocou nasledujicich prikladov, ktoré si uvazované len ako ilustrané, a nie
obmedzujtce.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priprava roztoku MPL(r) adjuvans

Pripravil sa roztok 4 mg/ml 1,2-dipalmitoyl-SN-glycero-3-fosfocholinu (DPPC) v absolitnom etanole. Na
kazdy 1,0 mg MPL-TEA (trietylaminovej) soli, ktord sa ma solubilizovat’, sa pridalo 27 ul DPPC na rozpus-
tenie MPL. MPL mdZe byt pripraveny tak, ako sa opisuje skor. Etanol sa odstranil pomocou prefiikania pri-
dom N2 jemne cez liekovku. Pridal sa d’al$i 1,0 ml bezpyrogénovej vody pre injekcie na kazdy mg MPL vo
vysuSenej MPL/DPPC zmesi. Roztok sa opracoval ultrazvukom v ultrazvukovom kiipeli pri 60 az 70 °C,
kym nebol Ciry. MPL/DPPC roztok sa potom filtrane sterilizoval pomocou filtricie cez SFCA 290-4520
Nalgene 0,2 um filter. MPL/DPPC roztok sa asepticky naddvkoval po 1,0 mg/ml do depyrogenovanych lie-
koviek, oznalenych MPL-AF (MPL solubilizovany v povrchovo aktivnom DPPC), a uskladnili sa pri 4 °C.

Pripravok - ovalbumin (XOA)/MPL(r) adjuvans/sublingudlny gél

TH1 indukujiica aktivita u myS$i moZe byt porovndvand s tvorbou $pecifickych 1gG2a a IgG2b protildtok
a TH2 indukujiica aktivita s tvorbou $pecifickych IgG1 protildtok a IgE protildtok. Specifické sekre¢né IgA
protildtky moZzu identifikovat’, ¢i sa po sublingudlnej imunizacii prejavila mukotickd odozva, i uz je lokdlna
(slinné protilatky) alebo di$tancnd (vagindlne protildtky). Imunogenicky potencidl pripravku modze vsak byt
skimany pomocou merania samostatnej $pecifickej IgG odozvy v sére.

Preto sa ako priklad uskuto¢nil experiment na mySiach na demonstrovanie profilov na alergén $pecific-
kych protildtok k jednému prikladu, ovalbuminu (XOA), ktory je prijaty ako modelovy antigén a je tieZ dobre
znamym alergénom ziskanym zo slepacich vajicok.

Zasobné materidly
I. Karbopol TR-1 NF zdsoba (0,83 %)

A. 100 mg karbopol TR-1 NF v 20 ml WFI (voda pre injekcie) = 0,9 % hmotn./obj. gél.

B. Do A sa pridalo 0,8 ml 10 % objemovych TEOA (trietanolamin) = 0,8 % hmotn./obj. gél.
II. MPL AF glycerol (20 mg/ml)

A.MPL 40mg

DPPC 4,32 mg

Glycerol 800 ul

Voda pre injekcie - doplnenie 40 ml

10
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Opracovanie ultrazvukom na velkost’ €astic priblizne 80 nm.

B. Lyofilizovanie

C. RekonStituovanie s 1,2 ml vody pre injekcie - 20 mg/ml MPL.
1. Zasobny ovalbumin (33 mg/ml)

Ovalbumin
Voda pre injekcie
Pripravok pre injekcie

33 mg
1,0 ml

Zisobny karbopol 1920 pl

Zisobny ovalbumin
Glycerol

Voda pre injekcie
MPL glycerol

480 ul
480 ul
720 ul
400
1. Karbopol, XOA, glycerol a voda pre injekcie sa pridali do 5 ml liekovky a zmieSali sa pomocou zvirenia.

2. Do uvedenej zmesi sa pridal MPL glycerol a uskuto¢nilo sa premieS$anie zvirenim.

Imunizdcia mys{

Skupiny piatich osem tyZdilov starych samic Balb/C mys3{ sa anestetizovali s ketaminom. Ked’ my$i boli
v bezvedomi, 20 pl prisluSného gélu obsahujiceho ré6zne mnozstvd XOA sa umiestnilo pod jazyk na dobu 5
mintt. Gély sa z dst vyplachli po 5 mintdtach s 10 ml 0,9 % hmotnostnych soI'ného roztoku pouZitim strie-

kacky a hrubej ihly.

O tri tyZdne neskor sa mySi opracovali identicky ako pri prvom opracovani.

MySiam sa odobrala krv 2 tyZdne po druhom opracovani a odobrali sa séra. Tieto sa testovali na XOA

$pecifické IgG protildtky pouZitim ELISA testu.

Vysledky

Antiovalbumin IgG odozvy u my${, ktorym sa poddvalo bud’ 83,2 pg, alebo 3,4 pg ovalbuminu a 33,6 pg
MPL v 20 pl karbopolového gélu sublingudlnou cestou, opakovane po 3 tyZdiloch a odber krvi 2 tyZdne ne-
skor. (Priemerné OD (optickd hustota) hodnoty piatich my${ na skupinu).

OD hodnoty pri roznych zriedeniach séra

1/10 1/30

1/90

17270

1/610

Skupina 1
davka 83,2 ng
XOA

Il L0

0,75

0,5

0,3

Skupina 2
ddvka 3,4 pg
XOA

0,6 0,5

0,35

0,15

0,05

Skupina 3
len karbapol

0,15 0,1

0,05

0,05

0,05

Priklad 2

Priprava materidlov na imunizdciu mys${

Imunizujice davky XOA/MPL v karbopole alebo alternativne v zried'ovadle (vodny pripravok) bez MPL

boli pripravené tak, ako sa opisuje v priklade 1 s vynimkou pouZitia roznych ddvok.

Imunizdcia my${

1. Mysi sa pred poddvanim anestetizovali

2. 20 pl prisluSného materidlu sa umiestnilo pod jazyk na dobu 5 minuit.

Teda kazdej skupine my$i bolo poddvané nasledujiice mnozZstvo latky v 20 pl.

Skupina Antigén MPL Excipient
1 80 pg ovalbuminu 20 ng MPL Karbopol
2 80 pg ovalbuminu 0 png MPL Karbopol
3 0 pg ovalbuminu 160 pg MPL Karbopol
4 80 pg ovalbuminu 40 ng MPL Zried'ovadlo

3. Materidl sa vypldchol z tist po 5 mintitach s 1,0 ml 0,9 % hmotnostného soI'ného roztoku.
4. Tri tyZdne po primdrnej vakcindcii a znova o dva tyZdne neskor sa mySi znova opracovali.
5. MySiam sa odobrala krv 2 tyZdne po tretej aplikdcii a séra sa uskladnili az do pouZitia pri -20 °C. Urobilo

sa nazdlne a pulmondlne premytie a roztoky sa uskladnili za rovnakych podmienok.
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Vysledky
Sérové 1gG protilatky $pecifické pre XOA: titer log(2)/referencny titer (log)2 (SD)
Skupina |Sérovy IgGl Sérovy IgG2a Sérovy IgG
1 0,625 (0,375) 0,35 (0,4 0,6 (0,3)
2 0 0 0,2 (0,05)
3 0 0 0,25 (0,02)
4 0,95 (0,01) 0,85 (0,2) 1,0(0,05)

Geometricky priemer Anti XOA IgA protildtok v réznych tekutindch (SD)

Skupina |Sérum Tekutina z nosa | Tekutina z pltc
1 0 73,6(154,2) 238,5(533,4)
2 0 0 0
3 0 0 0
4 2291,3 (2577,1) |568,5 (395.,4) 2518,4(3403,1)

Silnd sérovd IgG odozva na XOA vyZaduje pridanie MPL, pri ktorom sa tiez zd4, Ze stimuloval TH1 typ
odozvy indikovanej pomocou IgG2a protildtkovej odozvy.

Novym a neoCakdvanym zistenim bola silnd indukcia XOA-$pecifickej IgA odozvy, ked’ sa ako adjuvans
pouzival MPL.

Pri mySiach nebola zjavnd Ziadna vyhoda pouzitia karbopolu ako excipienta. V skuto¢nosti sa pozoroval
silny dokaz, Ze vodny pripravok XOA a MPL bol imunogenickejsi aj pre IgG aj pre IgA indukciu bez karbo-
polu. To zahrnuje sérovy IgA, jediny viditeI'ny v nepritomnosti karbopolu. AvsSak v pripravku vakeiny je po-
trebné pouZit’ excipienty a karbopol moze byt uZitoénym a vhodnym excipientom pripravku na pouzitie u 'u-
df alebo zvierat.

Pripravnd Cast prikladu 1 - ovalbuminovy ELISA test
1. Séra (zriedené 1 : 2 v boritanovom pufri) od kaZdej z piatich mysi v kazdej skupine sa testovali ELISA
testom na urCenie titrov antiovalbumin IgG alebo IgA protildtok.
2. Na uskutocnenie testu ELISA sa vyZzaduje nasledujtice zariadenie a materidly:
A. Immulon 2 platiia, 96 kaliskov, ploché dno, DYNATECH LABORATORIES katalogové ¢. 011-010-
3455, tri platne na ddvku testovaného produktu (dost’ na testovanie séra z 10 mys${ pri duplikovani).
B. Ovalbumin (slepacie vajcia), Sigma Grade 5, zdsobny roztok (1 mg/ml vo vode pre injekcie) sa vyrobil
Cerstvy vzdy, ked’ sa robila skiiska
C. Cisté (autokldvované) pipetové Spicky
D. 20, 100, 200, 1000 (I automatické pipety)
E. 8-kandlova automaticka pipeta; 200 pl velkost’
E. Cisté (nové) 13 mm skiimavky alebo 2 ml kryoliekovky a stojan
G. Parafilm alebo saranové f6lia
H. 1 mol/l H2$O4
L. chren-peroxiddzou oznafené anti-IgG alebo anti-IgA sekundérne protilatky (pouzité pri 1 : 5000). Southern
Biotechnology Associates, Inc.
J. OPD kit: o-fenyléndiaminové tablety, jedna na platiiu a zriedovadlo. Abbott Labs' in vitro Test . 7181 E.
Casto dostupné v laboratériu.
K. Testované séra mysi. Séra bolo treba zriedit’ 1 : 2 v boritanovom pufri na dlhodobé uskladnenie.
L. Boritanovy pufer (BB):
Nasledujuce zlozky sa rozpustia v 4 I sterilnej vody pre injekcie.
12,4 g kyseliny boritej, Fisher Scientific #A73-500
0,764 g boritanu sodného (Borax), Fisher Scientific #5248-500
17,53 g chloridu sodného, Fisher Scientific #5271-500
Roztok sa uskladni pri laboratérnej teplote, expiruje o Sest’ mesiacov.
M. Boritanovy pufer + 0,1 % hmotnostného Tween 20 (BB-T20):
Pridéd sa ml, Tween-20 (Sigma #P-1379) do 1 litra BB, dokladne sa premieSa. Uskladni sa pri laboratérnej
teplote, expiruje o Sest’ mesiacov.
N. Boritanovy pufer-Tween-20-1 % hmotnostné BSA (BB-BSA):

12
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Rozpusti sa 1,90 g EDTA (tetrasodna sol, Fisher Scientific #BP 121-500) a 10 g BSA (Fraction V, bez prote-
dzy, Boehringer Mannheim #100-350) v 1 litri BB-T20,
0. 0,05 mol/l uhli¢itan/hydrogenuhli¢itanovy pufrovy roztok:

Rozpusti sa 4,2 g NaHO; a 5,3 g Na,CO; v 1 litri RO vody alebo sterilnej vody na irigovanie a nastavi sa
PH na 9,6. Uskladnf sa pri 4 °C, expiruje o tri mesiace. Pred pouZitim sa zahreje na laboratérnu teplotu.

P. Automatickd pipeta
Q. Trepacka Vortex
R. Mikrocentrifugaény stojan
S. Citad platni, schopny snimat’ O.D. pri 490 nm
T. Inkubdtor nastaveny na 37 °C
U. 25 ml sérologické pipety (Fisher Scientific)
V. 15 ml polypropylénové kénické skimavky (Fisher Scientific)
W. Misky na €inidla pre multikandlovi pipetu
X. Automatické zariadenie na umyvanie platni

3. Postup ELISA testu
A. Viazanie testovaného antigénu

L. Pouzitd antigénovd koncentricia na viazanie na platni v teste adjuvans je 50 pg/ml:

2,5 ml zdsobného 1 mg/ml ovalbuminového roztoku sa pridd do 47,5 ml 0,05 mol/l roztoku uhlici-
tan/hydrogenuhliitan. Toto mnoZstvo je dostato€né na pokrytie Styroch 96 kaliSkovych platni pri 100 pl na
kaliSok.

II. Platne sa potom prikryji saranovou féliou a nechaji sa vyrovnat’ a nechaju sa neruSené pri 4 °C v tme
pocas noci.

B. Zriedenia séra: Vzorky séra sa kritko zviria pred zriedenim a kaZd4 zriedend vzorka sa kratko zviri pred
pridanim na platne. Novd pipetovd $picka sa pouZiva na odstrdnenie séra zo zdsobnych skiimaviek pri pripra-
ve zriedeni.

1. ZacCiato€né zriedenie pre séra ziskané z mysi imunizovanych s adjuvans a ovalbuminom je 1:6.

C. Blokovanie platni

I. Ked’ sa vSetky sérové vzorky zriedia, pripravia sa platne pomocou prudkého pretrepania pokryvacieho
pufra pri potopeni.

II. Platne sa ostro oklepud na vrstvu papierovej utierky, aby sa odstrdnil prebytok roztoku. Platne sa pre-
myju trikrdt s BB-T10 premyvacim roztokom pouZitim automatického zariadenia na umyvanie platni napro-
gramovaného na umyvanie s 350 pl a dobu €akania 5 sekiind medzi kaZzdym premyvanim.

1. Pouzitim multikandlovej automatickej pipety sa pridd 250 ul BB-BSA na kaliSok. Prikryje sa a uzav-
rie so saranovou féliou a inkubuje sa pri 37 °C pocas 30 minit.

D. Nané$anie na platne

L. Platne sa prudko pretrepu pri ponoreni v blokujicom pufti a ostro sa oklepi na vrstvu papierovej utier-
ky, aby sa odstrénil prebytok roztoku.

II. Do vSetkych kaliSkov na platniach sa pridd 100 ul BB-BSA. Pridd sa 100 pl prisluSne zriedenej vzorky
séra do prislu§ného kaliSka v stipci ¢. 1. Kazda vzorka séra sa testovala dvakrit.

III. Pouzitim multikandlovej automatickej pipety sa pipetuje 100 pl hore a dolu osemkréat v stipci ¢. 1, aby
sa vzorka premieSala, a potom sa 100 pl prenesie na stipec ¢. 2. Znova sa na premieSanie pipetuje hore a dolu
osemkrat a 100 pl sa prenesie na stipec ¢. 3. Opakujt sa postupné zriedenia po stipec ¢. 12. Po tom, ako je
stipec 12 premieSany 100 pl v $picke pipety, sa vyhodi. Teraz m4 byt’ 100 pl v kaZdom kali¥ku platne.

E. Inkubécia

Platne sa prikryjui a uzavri saranovou féliou alebo parafilmom. Platne sa inkubuji poc€as 1 hodiny pri 37
°C. Nenaviazané protildtky sa odstrdnia pomocou postupu uvedeného v kroku 3a, znova sa platne premyjui
trikrdt s BB-T20.

F. Konjugicia

L. Pripravi sa peroxiddzou oznaeny anti-IgG sekundarne protildtky konjugdt zriedenim 1 : 5000 v BB-
BSA (10 pl protildtky v 50 ml BB-BSA v 50 ml kénickej skiimavke). Skiimavka sa prevrati >20-krdt a mieSa
sa na trepacke pocas 30 sekind, aby sa dokladne premieSala. Zriedené protildtky sa vyleju do Cistej reakCnej
misky. Anti-IgA konjugdt moZe byt’ pripraveny zodpovedajticim spésobom.

II. 100 pl konjugdtového roztoku sa pridd do kazdého kalisku platne, vratane blankovych kaliskov.

I1I. Platne sa zakryju a inkubuji pocas 1 hodiny pri 37 °C.

IV. Konjugétovy roztok sa odstrdni a platne sa premyju trikrdt ako v kroku 3a.

G. Vyvolanie zafarbenia:

L. Pripravi sa zmes substrat/kolorimetrické Cinidlo 10 az 15 minit pred pouZitim (aby sa mu poskytol Cas
na tplné rozpustenie) rozpustenim 3 tabliet na vyvolanie optickej hustoty v 30,4 ml substratového pufra vo
foliou prikrytej SO ml polypropylénovej konickej skiimavke.
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II. PouZitim multikandlovej automatickej pipety sa pridd 100 pl ¢inidla do kazdého kaliSku. Inkubuje sa
pri laboratérnej teplote po€as 15 minit.

III. Reakcia sa zastavi po 15 minttach pridanim 50 pl 1 mol/l roztoku kyseliny sirovej do kaZdého kaliSku
s multikandlovou automatickou pipetou.

H. Meranie platn{

L. Platne treba zastavovat’ sekvenénym spdsobom, s 1 aZ 2 minitami medzi platilami, takZe Cas od stop po
od¢itanie je konzistentny medzi platiami (po zastaveni reakcie na poslednej platni sa od¢ita prva platiia po-
mocou prislusného ¢itaca platni pri 490 nm. Druhd platfia sa od¢ita 1 az 2 mintity neskor a tretia platfia 1 az 2
mintty po nej).

1. Urcenie titra imunoglobulinu

Titer vzoriek séra je definovany ako reciprond hodnota prvého postupného dvojndsobného zriedenia,
Z OD hodn6t pre kontrolné zvieratd sa ur¢i priemer pri kazdom zrieden{ a uréi sa stredny titer pre skupinu.
Odkazy uvedené skor v tomto dokumente st v¢lenené ako odkaz.

PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie najmenej jedného antigénu a glykolipidového adjuvans na pripravu sublingudlne podédvatel'né-
ho lie€iva na vyvolanie sliznicovej a systémovej imunitnej reakcie, priCom sliznicovd imunitna reakcia je IgA
reakcia a systémovd imunitnd reakcia je sérova IgG reakcia.

2. Pouzitie podla ndroku 1, kde lie€ivo je vo forme vodného roztoku, gélu, kapsuly, pastilky alebo table-
ty.

3. Pouzitie podl'a ndroku 1 alebo 2, pricom najmenej jeden antigén a glykolipidové adjuvans si pritomné
v jednej kompozicii.

4. Pouzitie podl'a ktoréhokol'vek z narokov 1 a7z 3, pricom IgA imunitnd reakcia je mimo sublingudlneho
miesta poddvania, ako aj v mieste sublingudlneho poddvania.

5. Pouzitie podl'a ktoréhokol'vek z ndrokov 1 aZ 4, na lieCenie bakteridlnej alebo virusovej infekcie, rako-
viny, autoimunity alebo alergie u ¢loveka alebo zvierat’a.

6. Pouzitie podla ktoréhokol'vek z ndrokov 1 az 5, pri€om glykolipidovym adjuvans je TH1 indukujici
adjuvans.

7. Pouzitie podl'a ndroku ktoréhokol'vek z ndrokov 1 az 6, priCom glykolipidovym adjuvans je 3-de-O-
acylovany monofosforyl lipid A - MPL alebo jeho derivit, alebo sol’.

8. Pouzitie podl'a ktoréhokol'vek z narokov 1 az 7, pri¢om antigén je odvodeny z baktérie, virusu, priénu,
neoplazmy, autoantigénu, zvierat’a, rastliny, rekombinantného materidlu alebo syntetického materialu.

9. Pouzitie podla ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ 8, pricom antigén je vo forme polypeptidu.

10. PouZitie podl'a ktoréhokol'vek z ndrokov 1 az 8, pri€om antigén je vo forme vektora zahffiajiceho po-
lynukleotid kédujici antigénny polypeptid a tento polynukleotid je operativne spojeny s regulacnou sekven-
ciou, ktord reguluje jeho expresiu.

11. Pouzitie podl'a ktoréhokol'vek z ndrokov 1 az 8, pri¢om antigénom je alergén.

12. Pouzitie podla ndroku 11, pri¢om alergén je odvodeny z pel'n, napr. pelu ambrézie alebo pelu brezy,
potraviny, hmyzieho jedu, plesne, zvieracej srsti alebo rozto€ov pritomnych v prachu v domdcnosti.

13. Sublingudlne podédvatel'nd kompozicia obsahujica najmenej jeden antigén a glykolipidové adjuvans
na pouZitie na vyvolanie sliznicovej a systémovej imunitnej reakcie, priCom sliznicovd imunitnd reakcia je
IgA reakcia a systémovd imunitnd reakcia je sérovd IgG reakcia.

14. Kompozicia_na pouZzitie podl'a ndroku 13, vyzna€ujica sa tym, Ze obsahuje aj sublin-
gudlne podavatelné zried'ovadlo, excipient alebo nosic.

15. Kompozicia na pouZitie podla ndroku 13 alebo 14, vyznacfujica sa tym, Ze jevo
forme vodného roztoku, gélu, kapsuly, pastilky alebo tablety.

16. Kompozicia na pouZitie podla ndroku 13 a7z 15, vyznacujlica sa tym, Zenajmenejje-
den antigén a glykolipidové adjuvans st pritomné v jednej kompozicii.

17. Kompozicia na pouZitie podl'a ndroku 13 a7 16, vyznacujica sa tym, Ze glykolipido-
vym adjuvans je TH1 indukujuici adjuvans.

18. Kompozicia na pouzitie podl'a ndroku 13 az 17, vyznacfujidca sa tym, Ze glykolipido-
vym adjuvans je 3-de-O-acylovany monofosforyl lipid A - MPL alebo jeho derivit, alebo sol.

19. Kompozicia na pouZitie podla ndroku 13 az 18, vyznacujica sa tym, Ze antigén je
odvodeny z baktérie, virusu, priénu, neoplazmy, autoantigénu, zvierata, rastliny, rekombinantného materidlu
alebo syntetického materidlu.

20. Kompozicia na pouZitie podl'a niroku 13 a7z 19, vyznacujica sa tym, Zeantigénje vo
forme polypeptidu.
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21. Kompozicia na pouZitie podl'a ndroku 13 az 19, vyznacujiuca sa tym, Zeantigénje vo
forme vektora zahfiiajiceho polynukleotid kédujici antigénny polypeptid a tento polynukleotid je operativne
spojeny s regulacnou sekvenciou, ktord reguluje jeho expresiu.

22. Kompozicia na pouZitie podl'a niroku 13 a7z 19, vyznacujiuca sa tym, Zeantigénom je
alergén.

23. Kompozicia na pouzitie podl'a ndgroku 22, vyznacujica sa tym, Zealergén je odvode-
ny z pelu, napr. pel'u ambrézie alebo pel'u brezy, potraviny, hmyzieho jedu, plesne, zvieracej srsti alebo roz-
toCov pritomnych v prachu v doméacnosti.

Koniec dokumentu
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