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Beschreibung
Technisches Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft verbesserte Immunisie-
rungsverfahren fur Sduger zum Erreichen zellvermit-
telter und humoraler Immunreaktionen.

Stand der Technik

[0002] Nach Immunisierung kann Plasmid-DNA, die
fir Gene fur virale und bakterielle Antigene kodiert,
die Synthese der Antigene in einer nativen Form
steuern und sie dem Immunsystem effizient prasen-
tieren. Beispielsweise wurden durch Impfung mit
HIV-1-DNA starke humorale und zellvermittelte Im-
munreaktionen in Nagern und nicht-humanen Prima-
ten induziert [1, 2]. Die Plasmide werden Ublicherwei-
se als Bolusinjektionen in den Muskel oder mittels ei-
ner Genkanone verabreicht.

[0003] Jingere Entdeckungen bei Nagermodellen,
dal® Immunisierung mit DNA Immunreaktionen ge-
gen virale Proteine auslésen und protektive Immuni-
tat gegen Infektion durch das Virus vermitteln kann,
haben zu einem starken Interesse geflihrt, diese
Strategie zur Entwicklung von HIV-Impfstoffen zu op-
timieren [3-5]. Frihere Generationen von HIV-Impf-
stoffen, die auf rekombinanten Antigenen oder Anti-
genen abgetdteter Viren beruhen, die mit einem Ad-
juvans formuliert wurden, konnten keine effizienten
CTL-Reaktionen hervorrufen. Eine Immunisierung
mit DNA bietet den Vorteil, daf3 das Antigen in seiner
nativen Form exprimiert wird, die zu einer optimalen
Prozessierung und Prasentation fir die antigen-pra-
sentierenden Zellen zur Induktion sowohl humoraler
als auch zellularer Immunreaktionen fihren kann.
[0004] Obwohl Vacciniavektoren effiziente Mittel
sind, um fremde Gene in vivo zu applizieren, bleiben
Bedenken hinsichtlich der Sicherheit dieser Vektoren
bestehen. Obwohl umfangreiche und elegante Unter-
suchungen durchgefihrt werden, um sicherere Virus-
vektoren zu konstruieren, werden zunehmend
nicht-virale Vektoren als Alternative vorgeschlagen.
An erster Stelle fur die HIV-Impfung stehen hierbei
die direkte Injektion der Plasmid-DNA in das Muskel-
oder Hautgewebe und der Beschul® mit DNA-be-
schichteten Goldpartikeln unter hohem Druck mit ei-
ner Genkanone. Leider ist die Transfektionseffizienz
Ublicherweise gering. Es besteht daher auf diesem
Gebiet ein Bedarf an Verfahren zur Applikation von
DNA, die zu einer besseren Immunreaktion fihren.
[0005] Die Verwendung von Zytokinen zur Foérde-
rung einer Immunreaktion auf Impfstoffe hat grol3e
Aufmerksamkeit erregt, insbesondere auf dem Ge-
biet der Immuntherapie von Krebs. Ein Ansatz be-
steht darin, Zytokingene direkt in die Tumorzellen
einzubringen [6-23]. Die Zytokine fordern entweder
die Prasentation von Antigenen fir T-Zellen oder sie
liefern zusatzliche co-stimulierende Signale fiir die
Aktivierung von T-Zellen. In vielen Fallen I16sen die lo-

kal sekretierten Zytokine eine entziindliche Reaktion
aus, die zur Abstolung der injizierten Tumorzellen
fuhrt. In einigen Fallen kdnnen diese genetisch ver-
anderten Tumorzellen eine systemische Immunitat
gegen eine nachfolgende Challenge parentaler Tu-
morzellen und gelegentlich sogar gegen etablierte
Mikrometastasen erzeugen.

[0006] Es wurde gefunden, dall GM-CSF und
TNF-a mit IL-12 synergistisch wirken, indem sie die
Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten gegen
HIV-I-MN-Impfstoff-Konstrukte férdern [1]. Bei einer
getrennten Untersuchung flihrte eine gemeinsame
Applikation von IL-12 mit HIV-1-Impfstoffen bei M&u-
sen zu Splenomegalie und verminderter humoraler
Reaktion, wahrend GM-CSF die gegenteilige Wir-
kung hat [24]. Beide Zytokine stimulierten antigen-
spezifische T-Zellreaktionen, wobei bei der gemein-
samen Applikation mit IL-12 eine dramatische Zu-
nahme der CTL-Reaktion beobachtet wurde. Es be-
steht auf diesem Gebiet ein Bedarf an weiteren Ver-
fahren, mit denen Saugern Zytokine appliziert wer-
den kénnen, um Immunreaktionen zu stimulieren.

Zusammenfassung der Erfindung

[0007] Eine Aufgabe der Erfindung ist es, feste Mi-
kroklgelchen zur Immunisierung von Saugern bereit-
zustellen.

[0008] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es,
ein Verfahren zur Herstellung fester Mikroktgelchen
zur Immunisierung von Sdugern bereitzustellen.
[0009] Eine Aufgabe der Erfindung ist es, ein Medi-
kament zur Immunisierung von Saugern mit festen
Mikrokugelchen bereitzustellen.

[0010] Diese und weitere Aufgaben der Erfindung
werden geldst, indem ein festes Mikrokuligelchen zur
Verwendung im Zusammenhang mit einer geneti-
schen Immunisierung eines S&ugers bereitgestellt
wird. Das Mikroklgelchen umfal3t ein Koazervat aus
einem polymeren Kation und einem Polyanion; das
polymere Kation kann beispielsweise ausgewahlt
sein aus der Gruppe bestehend aus Gelatine und
Chitosan. Das Zytokin ist in dem Mikroklgelchen ein-
gebettet.

[0011] Gemal einem weiteren Aspekt der Erfin-
dung wird ein Medikament zur Immunisierung eines
Saugers bereitgestellt, um eine Immunreaktion ge-
gen ein Antigen auszulésen. Das Medikament um-
fafdt:

eine Nukleinsaure, die fur ein Antigen kodiert, und ein
festes Mikrokigelchen. Das Mikroklgelchen umfafdt
Ublicherweise ein Koazervat aus einem polymeren
Kation, wie Gelatine oder Chitosan, und einem Poly-
anion. Das Mikrokugelchen bettet das Zytokin ein.
[0012] In einer weiteren Ausfihrungsform der Erfin-
dung wird ein Verfahren zur Bildung fester Mikroku-
gelchen zur Immunisierung eines Saugers bereitge-
stellt. Das Verfahren umfal3t den Schritt:

Bilden fester Mikrokiigelchen durch Koazervation ei-
nes Polyanions und eines polymeren Kations, wobei
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das polymere Kation ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus Chitosan und Gelatine, wobei die Ko-
azervation in Gegenwart eines Zytokins erfolgt, wo-
durch das Zytokin in die festen Mikroklgelchen ein-
gebettet wird.

Kurze Beschreibung der Abbildungen

[0013] Fig. 1. Proliferation von CT-4S-Zellen als
Reaktion auf mittels Mikrokligelchen appliziertes
IL-4. DNA-Gelatine-Mikrokigelchen wurden mit ver-
schiedenen Beladungsmengen von murinem IL-4
(bezeichnet mit 0, 100 und 1000 U, die der Koazerva-
tionsreaktion zugegeben wurden) hergestellt, wurden
anschlieBend gereinigt und mit CT-4S-Zellen inku-
biert. 30 Stunden nach der Zugabe der Mikroklgel-
chen wurden die Zellen mit *H-Thymidin markiert,
dann wurde 18 Stunden spater die mit den Zellen as-
soziierte Radioaktivitdt gemessen. Die Dosis an Mi-
krokligelchen ist als Gesamtmenge DNA angegeben.
Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Versuchen +
SD.

[0014] Fig.3. Anti-BGal-Antikdrper-Reaktion in
Mausen, denen IL-4 eingebettet in Mikrokigelchen
oder in freier Form injiziert wurde. Gruppen von 4
Mausen wurden i.m. Mikroklgelchen, die mit 20 U
freiem IL-4 vermischt waren, Mikroklgelchen, in die
20 U IL-4 pro 1 mg p43-clacZ-DNA eingebettet wa-
ren, DNA oder mit 20 U freiem IL-4 vermischte DNA
injiziert. Jede Gruppe wurde zweimal in Abstanden
von vier Wochen mit insgesamt 1 mg DNA geimpft. In
Woche 8 wurden die Seren der einzelnen Gruppen
gepoolt und dann auf die Gesamtmenge an An-
ti-BGal-IgG-Antikdrpern getestet. Die Daten sind Mit-
telwerte von drei Versuchen £ SD.

[0015] Fig. 4. Potenzierung von CTL-Reaktionen
bei Verwendung von in Mikrokiigelchen eingebette-
tem IL-2 und y-IFN. Gruppen von 4 Mausen wurden
einmal i.m. 2 mg Gesamtmenge p43-clacZ-DNA ent-
weder in Form von Mikrokiigelchen, Mikrokugelchen,
in die IL-2 (20 U pro 1 mg p43-clacZ-DNA) eingebet-
tet war, Mikrokugelchen, in die IL-2 und y-IFN (100 U
pro 1 mg p43-clacZ-DNA) eingebettet waren, oder
"nackte" DNA injiziert. Standard-CTL-Assays wurden
in Woche 4 durchgefihrt. Die Daten sind Mittelwerte
+ SD.

[0016] Fig. 5. Antigenspezifische zytosolische Re-
aktion, wenn nackte DNA zur Immunisierung der Tie-
re mit oder ohne Mikroktigelchen, in die GM-CSF ein-
gebettet war, verwendet wurde.

[0017] Fig. 6. Das fiir p815A kodierende Gen wurde
intradermal mit oder ohne GM-CSF in Mause injiziert.
Es wird die antigenspezifische CTL jeder einzelnen
Maus gezeigt. In Fig. 6a wurden nicht gleichzeitig Zy-
tokin-Mikrokugelchen verabreicht.

Ausfuhrliche Beschreibung

[0018] Die Offenbarung der friheren US-Patentan-
meldungen mit den Seriennumern 08/265 966 und

08/657 913.

[0019] Die Erfinder haben gefunden, dafl Mikroku-
gelchen-Formulierungen mit kontrollierter Freiset-
zung von Zytokinen tagelang einen hohen lokalen Zy-
tokinspiegel an der Impfstelle aufrechterhalten kon-
nen, was co-stimulierende Signale fir infiltrierende
Lymphozyten liefert. Der Impfstoff der vorliegenden
Erfindung umfalit daher eine DNA, die fur ein Antigen
kodiert, und ein in Mikrokligelchen eingebettetes Zy-
tokin. Die beiden Komponenten kénnen zusammen
in einer einzigen Formulierung oder getrennt verab-
reicht werden. Die DNA kann in jeder beliebigen
Form vorliegen, eingebettet oder nackt, komplexiert
oder frei. Die DNA kann sich in den Mikroklgelchen
befinden, die die Zytokine liefern.

[0020] GemalR einer Ausfuhrungsform der Erfin-
dung kdénnen Mikrokugelchen durch salzinduzierte
komplexe Koazervation eines Polyanions, wie Chon-
droitinsulfat oder Nukleinsauren, mit einem Polykati-
on, wie Gelatine oder Chitosan, hergestellt werden.
Auch andere Zusammensetzungen flir die Mikrokii-
gelchen sind maglich, solange eine kontrollierte Frei-
setzung erfolgt. Zytokine werden in die Mikroklgel-
chen eingebettet, um die Effizienz der genetischen
Impfung zu verbessern und eine gewunschte Immun-
reaktion zu erzeugen. Die grundlegende durch den
Impfstoff ausgeldste Immunreaktion wird durch die
Wechselwirkung zwischen den spezifischen und un-
spezifischen Immunmechanismen beeinflult. Der
Typ von Immunzellen, der zur Impfstelle gezogen
wird, kann beispielsweise die letztendliche Antitu-
mor-Immunitat bestimmen, die durch ein tumor-asso-
Ziiertes Antigen induziert wird. Das Repertoire dieser
Zellen wird umgekehrt durch die zeitliche und raumli-
che Verteilung von Zytokinen bestimmt. Durch Ein-
betten der Zytokingene in die Mikroklgelchen kann
die zeitliche und raumliche Verteilung der Zytokine
weiter verandert werden. Dies kann die Immunreakti-
on in Richtung eines spezifischen Immunarms len-
ken, beispielsweie den Th1- oder den Th2-Weg. Die-
se Strategie kann beispielsweise verwendet werden,
um die Immunreaktion gegen HIV-Infektion durch Be-
tonen des humoralen oder des zellularen Arms zu
modulieren.

[0021] Obwohl man jedes Zytokin verwenden kann,
das sich auf humorale oder zellvermittelte Immunre-
aktionen auswirkt, ist GM-CSF ein besonders bevor-
zugt verwendetes Zytokin. GM-CSF wurde als ein kri-
tischer Faktor bei der Induktion der Differenzierung
primitiver hamatopoetischer Vorlaufer zu Dendriten-
zellen identifiziert. In vitro bendtigt diese Differenzie-
rung wenigstens sechs Tage Kultivierung in Gegen-
wart von GM-CSF. Bei Verabreichung als Bolusinjek-
tion in den Muskel haben jedoch friihere Untersu-
chungen an Tumorimpfstoffen gezeigt dal} die Zyto-
kine innerhalb von Stunden von der Injektionsstelle
verschwinden. Eine kontrolliert freisetzende Formu-
lierung mit Mikrokugelchen kann tagelang einen ho-
hen lokalen Zytokinspiegel an der Impfstelle auf-
rechterhalten, was co-stimulierende Signale fur infilt-
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rierende Lymphozyten liefert. Es wurde gefunden,
dal® GM-CSF und TNF-a mit IL-12 synergistisch wir-
ken, indem sie die Induktion von zytotoxischen
T-Lymphozyten gegen HIV-I-MN-Impfstoff-Konstruk-
te verbessern. Bei einer getrennten Untersuchung
fuhrte eine gemeinsame Applikation von IL-12 mit
HIV-1-Impfstoffen bei Mausen zu Splenomegalie und
verminderter humoraler Reaktion, wahrend GM-CSF
die gegenteilige Wirkung hat. Beide Zytokine stimu-
lierten antigenspezifische T-Zellreaktionen, wobei bei
der gemeinsamen Applikation mit IL-12 eine Zunah-
me der CTL-Reaktion beobachtet wurde.

[0022] Um die rezeptorvermittelte Endozytose zu
stimulieren und um mdglicherweise zielgerichtet eine
Zelle/ein Gewebe anzusteuern (Targeting), kdnnen
Liganden mit den Mikroktigelchen konjugiert werden.
Lysosomolytische Mittel kdnnen inkorporiert werden,
um das Entweichen von Zytokinen oder von DNA in
das Zytoplasma zu fordern. Andere bioaktive Agenzi-
en wie RNA, Oligonukleotide, Proteine oder zahlrei-
che Plasmide kénnen gleichzeitig eingebettet wer-
den. Wichtig fur die Applikation des Impfstoffs ist, daf3
das Proteinantigen auch in das Mikrokugelchen ein-
gebettet sein kann, um die Immunreaktion durch
Klasse ll-Prasentation und, wie durch neuere Entde-
ckungen nahegelegt wird, auch durch Klasse I-Pra-
sentation, wenn das Mikrokugelchen durch Antigen-
prasentierende Zellen internalisiert wird, potentiell zu
verstarken.

[0023] Die Bioverfiigbarkeit der verabreichten Nuk-
leinsauren lakt sich durch Targeting der Nukleinsau-
ren zum endolysosomalen Weg verbessern. Dies
kann beispielsweise durch LAMP-Targeting erfolgen.
Das pralysosomale/lysosomale Lokalisierungssignal
der LAMP (Lysosome-Associated Membrane Prote-
ins)-Familie lysosomaler Membranproteine kann die
Immunreaktion gegentiber dem Antigen deutlich ver-
bessern. Die LAMP-Molekiile sind Typ 1-Transmem-
branproteine, die eine Transmembrandomane von 24
Aminosauren und einen zytoplasmatischen Schwanz
mit 11 Aminosduren mit einer carboxyterminalen YQ-
TI-Sequenz enthalten, die notwendig und ausrei-
chend ist, um rekombinante Proteine auf einem vesi-
kularen Weg gezielt zu Lysosomen zu steuern. Meh-
rere Untersuchungen haben gezeigt, dal® LAMP-Pro-
teine gemeinsam mit MHC-Molekiilen der Klasse Il in
pralysosomalen Kompartimenten lokalisiert sind.
Eine chimare DNA, die fur ein Antigenprotein mit ei-
nem Targeting-Signal fir den MHC II-Prozessie-
rungsweg kodiert, kann dazu verwendet werden, die
Prasentation des Antigens fir CD4+-T-Helferzellen
zu verbessern.

[0024] Die erfindungsgemaen Mikroklgelchen
sind in Plasmaelektrolyten stabil und kénnen ohne
Verlust an Bioaktivitat lyophilisiert werden. Daher
koénnen die Mikrokiigelchen, was Herstellung, Repro-
duzierbarkeit und Aufbewahrung betrifft, eher wie
herkdmmliche pharmazeutische Formulierungen ge-
handhabt werden. Die Geschwindigkeit und die Dau-
er der Zytokinapplikation lassen sich variieren, indem

man die Eigenschaften der Mikrokugelchen veran-
dert. Zahlreiche Zytokine lassen sich ohne weiteres
verwenden, und das Verhaltnis von Tumorantigen zu
Zytokin kann leicht verandert werden.

[0025] Komplexe Koazervation ist ein Prozess
spontaner Phasentrennung, der auftritt, wenn zwei
entgegengesetzt geladene Polyelektrolyten in walri-
ger Losung gemischt werden. Die elektrostatische
Wechselwirkung zwischen den beiden Makromole-
kilspezien flhrt zur Trennung eines Koazervats (po-
lymerreiche Phase) vom Uberstand (polymerarme
Phase). Dieses Phanomen kann zur Bildung von Mi-
krokugelchen und zur Einbettung zahlreicher ver-
schiedenartiger Verbindungen verwendet werden.
Der Einbettungsprozess kann vollstéandig in walriger
Lésung und bei niedrigen Temperaturen erfolgen,
und daher bestehen gute Aussichten, dal} die Bioak-
tivitat der eingebetteten Substanz erhalten bleibt.
[0026] Erfindungsgemal wird Gelatine oder ein an-
deres polymeres Kation mit einer &hnlichen Ladungs-
dichte wie Gelatine verwendet, um mit einem Polya-
nion unter Bildung von Mikroklgelchen zu komple-
xieren. Solche polymeren Kationen umfassen, ohne
darauf beschrankt zu sein, Gelatine und Chitosan.
Die Quelle der Gelatine wird fur unkritisch gehalten;
sie kann von Rind, Schwein, Mensch oder aus einer
anderen tierischen Quelle stammen. Ublicherweise
besitzt das polymere Kation ein Molekulargewicht
von 19000-30000. Poly-L-Lysin oder Chitosan eignen
sich besonders als polymeres Kation der vorliegen-
den Erfindung. Polyaminosduren, synthetisch oder
nattrlich vorkommend, wie Polylysin, Polylysin-Po-
lyarginin, Polyarginin, Protamin, Spermin, Spermidin
etc., kdnnen ebenfalls verwendet werden. Auch Poly-
saccharide kdnnen verwendet werden. Zweckmafig
wird Natriumsulfat verwendet, um die Koazervation
von polymerem Kation und Nukleinsauren zu indu-
zieren. Ethanol in einer Konzentration von etwa 40
bis 60% kann ebenfalls zur Induktion der Koazervati-
on verwendet werden. Auch Chondroitinsulfat kann
in die Mikrokugelchen inkorporiert werden, was be-
sonders vorteilhaft ist, wenn andere Substanzen wie
Arzneimittel und lysosomolytische Mittel in das Mikro-
kiigelchen inkorporiert werden sollen. Ublicherweise
liegt die Konzentration an Chondroitinsulfat zwischen
etwa 0,005% und 0,1%.

[0027] Die Grole der Mikrokiigelchen betragt weni-
ger als 5 Mikrometer. Besonders bevorzugt sind Mi-
krokugelchen mit weniger als 3 Mikrometer und ganz
besonders bevorzugt sind Mikrokligelchen mit weni-
gerals 2,1, 0,5und 0,1 Mikrometer. Obwohl die Gro-
Re durch die Koazervationsbedingungen und die
Grole des einzelnen Polyanions und Polykations be-
einflult werden kann, kénnen Mikroklgelchen der
gewinschten GroRRe auch durch GréRenselektion mit
einer Methode erhalten werden, bei der die Mikrok-
gelchen auf Basis ihrer Grof3e aufgetrennt werden.
[0028] Targeting-Liganden kdnnen, falls gewunscht,
direkt an die Oberflache des Mikrokigelchens ge-
bunden werden, oder sie kdnnen mittels einer "Bru-
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cke" oder eines "Spacers" indirekt angehangt wer-
den. Wegen der Aminogruppen, die von den Lysin-
gruppen der Gelatine stammen, kann die Oberflache
der Mikrokulgelchen zur direkten Kupplung von Tar-
geting-Gruppen leicht derivatisiert werden. Beispiels-
weise kdnnen Carbodiimide als Derivatisierungsmit-
tel verwendet werden. Alternativ kbnnen Spacer (Lin-
kermolekiile und derivatisierende Gruppen an Targe-
ting-liganden), beispielsweise Avidin-Biotin, zur indi-
rekten Kupplung von Targeting-Liganden an die Mi-
krokugelchen verwendet werden. Biotinylierte Anti-
korper und/oder andere biotinylierte Liganden kon-
nen wegen der hohen Affinitat von Biotin (k, = 10"
M) fur Avidin (Hazuda et al., 1990, Processing of
precursor interleukin 1 Beta and inflammatory disea-
ese, J. Biol. Chem., 265: 6318-22, Wilchek et al.,
1990, Introduction to avidin-biotin technology, Me-
thods In Enzymology, 184: 5-13) effizient an die Avi-
din-beschichtete Oberflache der Mikroklgelchen ge-
kuppelt werden. Orientierungsselektives Anhangen
von IgGs laft sich durch Biotinylierung des Antikor-
pers an den Oligosaccharidgruppen erreichen, die
sich am F_-Teil finden (O'Shannessy et al., 1984, A
novel procedure for labeling immunoglobulins by
conjugation to oligosaccharide moieties, Immunol.
Lett., 8: 273-277). Diese Anordnung hilft, die Ge-
samtzahl verfugbarer Bindungsstellen zu erhalten,
und sorgt dafiir, daf3 die angehangten Antikérper we-
niger immunogen fur Zellen wie Makrophagen sind,
die den F -Rezeptor tragen. Andere Sparer als die Bi-
otin-Avidin-Brucke, wie sie im Stand der Technik be-
kannt sind, kdbnnen ebenfalls verwendet werden. Bei-
spielsweise kann Staphylococcus-Protein A auf die
Mikrokigelchen aufgebracht werden, um die F_-Teile
von Immunglobulinmolekilen an die Mikrokligelchen
zu binden.

[0029] Die Vernetzung von Linkermolekilen oder
Targeting-Liganden mit dem Mikrokigelchen wird
dazu benutzt, um die Stabilitat des Mikroklgelchens
zu verbessern und das Linkermolekul oder den Tar-
geting-Liganden kovalent an das Mikroklgelchen zu
binden. Der Vernetzungsgrad wirkt sich unmittelbar
auf die Geschwindigkeit aus, mit der die Nukleinsau-
ren aus den Mikrokugelchen freigesetzt werden. Die
Vernetzung kann mit Glutaraldehyd, Carbodiimiden
wie EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodi-
imid), DCC (N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide), Carbo-
xylverbriickung (Peptidbindung), Bis(sulfosuccinimi-
dyl)suberat, Dimethylsuberimidate etc. erfolgen.
[0030] Erfindungsgemafe Targeting-Liganden sind
alle Molekiile, die an spezifische Typen von Zellen im
Kérper binden.

[0031] Dies konnen alle Arten von Molekilen sein,
fur die ein zellularer Rezeptor existiert. Vorzugsweise
werden die zellularen Rezeptoren nur auf bestimm-
ten Zelltypen exprimiert. Beispiele fur Targeting-Li-
ganden, die verwendet werden kdénnen, sind Hormo-
ne, Antikorper, Zelladhasionsmolekile, Saccharide,
Arzneimittel, die an Zellrezeptoren binden, und Neu-
rotransmitter.

[0032] Die Mikroktgelchen der vorliegenden Erfin-
dung haben gute Beladungseigenschaften.

[0033] Die erfindungsgemale Koazervation bein-
haltet Ublicherweise die Wechselwirkung von poly-
meren Kationen und Polyanionen. Weil dieser Pro-
zess von der Wechselwirkung zwischen den positiv
geladenen polymeren Kationen und den negativ ge-
ladenen Polyanionen, beispielsweise Nukleinsauren,
abhangt, kann er als ein komplexer Koazervations-
prozess betrachtet werden. Natriumsulfat (oder Etha-
nol) induzieren jedoch die Koazervationsreaktion, in-
dem sie einen Phaseniibergang induzieren, und da-
her kdnnte er auch als einfache Koazervationsreakti-
on betrachtet werden. Nukleinsauren kénnen in der
Koazervationsmischung in einer Konzentration von 1
ng/ml bis 500 pg/ml vorliegen. Zweckmalig haben
die Nukleinsauren eine Lange von wenigstens 2-3
kb. Natriumsulfat kann zwischen 7 und 43 mM vorlie-
gen. Gelatine oder andere polymere Kationen kon-
nen zwischen etwa 2 und 7% in der Koazervationsmi-
schung vorhanden sein.

[0034] Ein attraktives Mikrokulgelchen-Applikations-
system erfordert ein feines Gleichgewicht zwischen
Faktoren wie Einfachheit der Herstellung, Kosteneffi-
zienz, Grad der Nukleinsaurebeladung, Fahigkeit zur
kontrollierten Freisetzung, Lagerstabilitat und Immu-
nogenitat der Komponenten. Die hier beschriebenen
Mikrokugelchen bieten Vorteile im Vergleich mit an-
deren partikularen Applikationssystemen, einschliel3-
lich dem Liposomensystem. Die Probleme von Insta-
bilitat, geringem Beladungsgrad und Fahigkeit zur
kontrollierten Freisetzung werden mit dem polymeren
Mikrokiigelchensystem besser gelést. Gelatine hat
zunehmend biologische Verwendung erlangt, die we-
gen der Biokompatibilitdt und enzymatischen Abbau-
barken in vivo vom chirurgischen Gewebekleber
(Weinschelbaum et al., 1992, Surgical treatment of
acute type A dissecting aneurysm with preservation
of the native aortic valve and use of biologic glue. Fol-
low-up to 6 years, J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 130:
369-74) Uber quantitative immunhistochemische As-
says (lzumi et al., 1990, Novel gelatin particle agglu-
tination test for serodiagnosis of leprosy in the field,
J. Clinical Microbiol., 28: 525-9) bis zum Trager flr
die Arzneimittelapplikation reicht (Tabata et al., 1991,
Effects of recombinant alphainterferon-gelatin conju-
gate on in vivo murine tumor cell growth, Cancer
Res., 51: 5532-8). Verglichen mit anderen syntheti-
schen Polymersystemen, wie den ausgiebig unter-
suchten Polylactat/Polyglycol-Copolymeren, sind die
milden Bedingungen flr die Formulierung der Mikro-
kiigelchen reizvoll. Anders als bei der Losungsmittel-
verdampfung und den HeilRschmelzmethoden, die
zur Formulierung synthetischer polymerer Mikroku-
gelchen verwendet wurden, erfordert die komplexe
Koazervation weder Kontakt mit organischen L6-
sungsmitteln noch Hitze. Sie eignet sich auch beson-
ders, um Biomakromolekiile wie Zytokine und Nukle-
insauren nicht nur durch passives Einfangen aus L6-
sungsmitteln (Solvent-Capturing), sondern auch
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durch direkte Ladungs-Ladungs-Wechselwirkung
einzubetten.

[0035] Anders als virale Vektoren, mit denen sich
keine Gene applizieren lassen, die groRer als 10 kb
sind, hat das Applikationssystem auf Basis der Mikro-
kigelchen keine solchen GréRenbeschrankungen.
Es kénnen Nukleinsduremolekile grofier als etwa 2
kb verwendet werden, und sogar Nukleinsduremole-
kille gréBer 10 kb kdnnen verwendet werden. Ubli-
cherweise ist die Nukleinsaure grofier als 300 Basen
und Ublicherweise grofer als 0,5, 1, 2, 5 oder 10 kb.
Ublicherweise ist das Nukleinsduremolekiil kleiner
als 200, 100 oder 50 kb.

[0036] Im allgemeinen hangt das Spektrum mdgli-
cher Targets vom Injektionsweg ab, z.B. intravends
oder intraarteriell, subkutan, intraperitoneal, intrathe-
kal etc. Bei systemischen Injektionen wird die Spezi-
fitat dieses Applikationssystems durch die Zugang-
lichkeit des Targets fiir die im Blut befindlichen Mikro-
kugelchen beeinfluf3t, was wiederum durch den Gro6-
Renbereich der Teilchen beeinflult wird. Die GroRe
der Teilchen wird durch die Temperatur, die Konzent-
ration der einzelnen Komponenten und den pH der
Koazervationsmischung beeinflult. Die Teilchen kén-
nen auch grofRenfraktioniert werden, z.B. durch Ultra-
zentrifugation Uber einen Sucrosegradienten. Teil-
chen mit einer Gré3e von weniger als 150 nm kénnen
in den interstitiellen Raum gelangen, indem sie durch
die Fensterungen hindurchtreten, die die Wande der
meisten BlutgefalRe auskleiden. Unter solchen Um-
stéanden gibt es ein umfangreiches Spektrum von Zel-
len, die als Target dienen kénnen. Eine verkirzte Lis-
te von Zellen, die als Target dienen kdnnen, umfaldt
die Parenchymalzellen des Lebersinusoids, die Fib-
roblasten der Bindegewebe, die Zellen der Langer-
hans'schen Inseln im Pankreas, die Herzmyozyten,
die Haupt- und Belegzellen des Darms, die Osteozy-
ten und Chondrozyten des Knochens, Keratinozyten,
Nervenzellen des peripheren Nervensystems, Epi-
thelzellen der Niere und der Lunge, Sertolizellen der
Hoden etc. Die Targets fir Teilchen mit einer Grolke
Uber 0,2 Mikrometer befinden sich hauptsachlich im
vaskularen Kompartiment. Hier umfassen die als Tar-
gets geeigneten Zellen Erythrozyten, Leukozyten
(d.h. Monozyten, Makrophagen, Bund T-Lymphozy-
ten, Neutrophile, natirliche Killerzellen, Nachkom-
menzellen, Mastzellen, Eosinophile), Thrombozyten
und Endothelzellen. Es ist jedoch nicht erforderlich,
dal die Zytokin enthaltenden Mikrokligelchen von
den Zellen aufgenommen werden. Sie kénnen ihre
vorteilhafte Wirkung auch extrazellular ausiben. Die
GroRe der Teilchen ist also fur die Zytokinapplikation
unkritisch.

[0037] Das Zytokin und die DNA missen nicht ge-
nau zur selben Zeit oder im selben Trager verabreicht
werden. Sie kdnnen getrennt formuliert und hinterein-
ander, d.h. innerhalb weniger Sekunden oder Minu-
ten, verabreicht werden. Alternativ kann es zweck-
maRig sein, dal die Verabreichungen zeitlich Stun-
den oder sogar Tage getrennt voneinander erfolgen.

Wenn die Verabreichungen innerhalb von weniger als
72 Stunden an dasselbe Individuum erfolgen, hat er-
findungsgemal eine gleichzeitige Verabreichung
stattgefunden.

[0038] Die obige Offenbarung beschreibt die vorlie-
gende Erfindung in allgemeiner Form. Ein vollstandi-
geres Verstandnis 18Rt sich unter Bezug auf die fol-
genden spezifischen Beispiele erlangen, die lediglich
der Veranschaulichung dienen und den Umfang der
Erfindung nicht einschranken sollen.

BEISPIEL 1

Immunologische Reaktionen von pCl-clacZ-Plas-
mid-DNA-Vektoren.

[0039] Die Anti-BGal-Immunreaktionen, die durch
zwei lacZ-Expressionsvektoren ausgeldst wurden,
die sich hauptsachlich in der Anwesenheit der ade-
no-assoziierten viralen terminalen "Inverted Re-
peats" (AAV-ITR) unterscheiden, wurden ausgewer-
tet. Die Insertion der  CMV-IntronA-lacZ
(CMV/lacZ)-Kassette von p43-clacZ in einen Expres-
sionsvektor, dem die AAV-ITR fehlten (pCl-neo), fuhr-
te bei Mausen, die i.m. mit "nackter" DNA immunisiert
waren, zu deutlich verminderten Anti-BGal-Antikor-
pern und CTL-Reaktionen. Bei hoher DNA-Dosis
(100 mg) ubertraf der p43-clacZ-Vektor den
pCl-clacZ-Vektor ebenfalls noch, obwohl der Unter-
schied in den Reaktionen im Vergleich zu dem, der
bei der niedrigen Dosis (1 mg) beobachtet wurde, si-
gnifikant geringer war. Mit Ausnahme des Gens flr
die Neomycinresistenz ("neo") auf pCl-clacZ besteht
der einzige Unterschied zwischen pCl-clacZ und
p43-clacZ in den AAV-ITR, die die CMV/lacZ-Kasset-
te flankieren. Da das neo-Gen nicht zur Genexpres-
sion von LacZ beitragt und es bei Untersuchungen,
bei denen es eingesetzt wurde, keine bekannten im-
munologischen Folgen hat, lassen diese Ergebnisse
vermuten, dall die bei den Anti-BGal-Immunreaktio-
nen beobachteten Unterschiede auf die Anwesenheit
der AAV-ITR zurtickzuflihren sind. In vitro-Transfekti-
onsstudien mit Lipofectamin-Reagenzien, die an
293-Zellen durchgefuhrt wurden, zeigten fir diese
beiden Vektoren keine Unterschiede in der Starke der
Genexpression (Daten nicht gezeigt), was vermuten
laRt, dal die Unterschiede in der Immunreaktion
nicht mit der Starke der Genexpression zusammen-
hingen.

BEISPIEL 2

Immunologische Reaktionen von pCl-clacZ-Plas-
mid-DNA-Vektoren.

[0040] Die Anti-BGal-Immunreaktionen, die durch
zwei lacZ-Expressionsvektoren ausgelost wurden,
die sich hauptsachlich in der Anwesenheit der ade-
no-assoziierten viralen terminalen "Inverted Re-
peats" (AAV-ITR) unterscheiden, wurden ausgewer-
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tet. Die Insertion der  CMV-IntronA-lacZ
(CMV/lacZ)-Kassette von p43-clacZ in einen Expres-
sionsvektor, dem die AAV-ITR fehlten (pCl-neo), flhr-
te bei Mausen, die i.m. mit "nackter" DNA immunisiert
waren, zu deutlich verminderten Anti-BGal-Antikor-
pern und CTL-Reaktionen. Bei hoher DNA-Dosis
(100 mg) ubertraf der p43-clacZ-Vektor den
pCl-clacZ-Vektor ebenfalls noch, obwohl der Unter-
schied in den Reaktionen im Vergleich zu dem, der
bei der niedrigen Dosis (1 mg) beobachtet wurde, si-
gnifikant geringer war. Mit Ausnahme des Gens fir
die Neomycinresistenz ("neo") auf pCl-clacZ besteht
der einzige Unterschied zwischen pCl-clacZ und
p43-clacZ in den AAV-ITR, die die CMV/lacZ-Kasset-
te flankieren. Da das neo-Gen nicht zur Genexpres-
sion von LacZ beitragt und es bei Untersuchungen,
bei denen es eingesetzt wurde, keine bekannten im-
munologischen Folgen hat, lassen diese Ergebnisse
vermuten, dal} die bei den Anti-BGal-Immunreaktio-
nen beobachteten Unterschiede auf die Anwesenheit
der AAV-ITR zurtickzufiihren sind. In vitro-Transfekti-
onsstudien mit Lipofectamin-Reagenzien, die an
293-Zellen durchgefuhrt wurden, zeigten fur diese
beiden Vektoren keine Unterschiede in der Starke der
Genexpression (Daten nicht gezeigt), was vermuten
l1aRt, dall die Unterschiede in der Immunreaktion
nicht mit der Starke der Genexpression zusammen-
hingen.

BEISPIEL 3

Zytokinproduktion von Lymphozyten aus mit Mikroku-
gelchen geimpften Mausen.

[0041] Um die immunologische Reaktion von Mau-
sen, die mit Mikroklgelchen geimpft waren, die ver-
schiedene Dosen von IL-4 enthielten, genauer zu
charakterisieren, wurden die Lymphozyten geerntet,
mit BGal-Protein stimuliert und anschlieRend auf II-4-
und y-INF-Produktion getestet. Ubliche ELISA-As-
says, die mit drei Tage lang kultiviertem Serum durch-
geflhrt wurden, ergaben, dal Mause, die mit Mikro-
kigelchen mit zunehmendem IL-4-Gehalt immuni-
siert worden waren, nach erneuter Stimulierung mit
Antigenen proportional mehr IL-4 produzierten. Bei
diesen Seren wurde eine dosisbezogene Abnahme
der y-INF-Produktion beobachtet. Da die Produktion
von IL-4 mit aktiv proliferierenden T,2-Helferzellen as-
soziiert ist, wahrend die y-INF-Produktion mit T,'-Hel-
ferzellen assoziiert ist, wird gefolgert, da® die Reakti-
on der T,?-Helferzellen bei Mausen, die mit IL-4-Mi-
krokugelchen geimpft waren, potenziert wurde, wah-
rend die Reaktion der T,'-Helferzellen gesenkt wur-
de. Dieses Ergebnis, in Kombination mit einer dosis-
bezogenen Potenzierung von Anti-BGal-Antikérpern
und einer gleichzeitigen Hemmung von CTL-Reaktio-
nen, steht in Einklang mit einem IL-4-vermittelten im-
munologischen Switch von einer T, '-lastigen Reakti-
on auf eine T,?-lastige Reaktion.

BEISPIEL 4

Die Wirkungen von IL-4 bei Gabe in in Mikrokugel-
chen eingebetteter Form gegenuber freier Form.

[0042] Die Effizienz von IL-4 bei der Potenzierung
einer Antikorperreaktion wurde an Mausen unter-
sucht, die mit Mikrokligelchen geimpft waren, die 1I-4
entweder in in Mikroklgelchen eingebetteter Form
oder in freier Form enthielten. ELISA-Assays, die in
Woche 8 (nach zwei Immunisierungen) an Mausese-
rum durchgeflhrt wurden, zeigten, dal diejenigen,
denen Mikrokigelchen injiziert worden waren, die mit
freiem IL-4 vermischt waren, keine starkere An-
ti-BGal-Antikorperreaktion generieren konnten
(Fig. 3). Im Gegensatz dazu generierten Mause, die
mit IL-4 geimpft waren, das in Mikrokligelchen einge-
bettet war, eine deutlich starkere Antikdrperreaktion.
AuBerdem konnten Mause, denen "nackte" DNA in
Gegenwart der gleichen IL-4-Dosis injiziert worden
war, im Vergleich mit solchen, die mit DNA allein ge-
impft waren, ebenfalls keine stérkere Immunreaktion
hervorbringen. Die Daten lassen vermuten, dal die
bei obigem Versuch eingesetzte IL-4-Dosis nur in der
in Mikroklgelchen eingebetteten Form eine Poten-
zierung der Antikérperreaktion bewirkt.

BEISPIEL 5

Potenzierung der CTL-Reaktion bei Verwendung von
in Mikroktgelchen eingebettetem IL-2 und y-INF.

[0043] Die Moglichkeit einer Modulierung der Im-
munreaktion durch gleichzeitig mit Mikroktgelchen
applizierte Zytokine wurde ferner durch die Untersu-
chung der Wirkungen von IL-2 und y-INF, die in Mi-
kroklgelchen eingebettet waren, auf die CTL-Reakti-
onen nachgewiesen. Mause, die mit einer einzigen
Injektion von Mikrokugelchen immunisiert waren, die
p43-clacZ-DNA allein (Gesamtmenge 2 mg DNA),
zusammen mit IL-2 oder zusammen mit IL-2 und
y-INF enthielten, wurden in Woche 4 auf die Ausbil-
dung von Anti-3Gal-CTL-Reaktionen untersucht.
Mause, die mit Mikroktigelchen allein oder mit nack-
ter DNA geimpft waren, bildeten eine schlechte
CTL-Reaktion aus (Fig. 4). Dies stand in Einklang mit
unseren friheren Untersuchungen, die zeigten, dal
fur starke CTL-Reaktionen wenigstens zwei oder drei
Immunisierungen notwendig waren. Wenn IL-2 je-
doch in den Mikrokiigelchen enthalten war, wurde
eine verstarkte CTL-Reaktion beobachtet. Die
CTL-Reaktion wurde synergistisch potenziert, wenn
y-INF gleichzeitig mit IL-2 in den Mikrokugelchen ap-
pliziert wurde. Die Inklusion sowohl von IL-2 als auch
von y-INF in die Mikrokligelchen verbesserte die An-
ti-BGal-CTL-Reaktion bei nur einer einzigen Immuni-
sierung von 25% Lyse (bei einem E : T-Verhaltnis von
64 : 1) auf wenigstens 65%.
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BEISPIEL 6

[0044] Zum Vergleich des LAMP-Targetingeffekts
testeten wir t-PA LSS/HIVgagINS/LAMP gegenuber
HIVgagINS (nackte DNA) mit und ohne 1 g GM-CSF
in Mikrokligelchen. Wie in Fig. 5 gezeigt, zeigten Tie-
re, die mit dem Chimaren Gen immunisiert waren, bei
einem E : T-Verhaltnis von 10 eine HIV-1 gag-spezifi-
sche CTL-Reaktion von 38,2 Lyse im Vergleich mit
21,4% fur das Gen ohne LAMP-Targeting. Wenn
auch 1 g in Mikrokigelchen eingebettetes GM-CSF
im Impfstoff enthalten war, waren die entsprechen-
den CTL-Reaktionen bei gleichem E : T-Verhaltnis
auf 100% bzw. 75,6 Lyse erhoht. Fur das Gen ohne
LAMP-Targeting konnte die gleichzeitige Applikation
von in Mikrokligelchen eingebettetem GM-CSF bei
einem E : T-Verhaltnis von 10 die HIV gag-spezifi-
sche CTL-Reaktion von 21% Lyse auf 75,6 Lyse ver-
bessern, wohingegen mit dem LAMP-Targeting-Gen
eine Verbesserung von 38,2 auf 100 erfolgte. Dies
zeigt eindeutig den Vorteil, der bei Co-Applikation von
Zytokin, das in Mikroktgelchen mit verzdgerter Frei-
setzung eingebettet ist, erhalten wird.

Klonierungsverfahren

[0045] Die Leadersignal-Sequenz (LSS) von huma-
nem Gewebeplasminogenaktivator (t-PA) wurde mit-
tels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) aus der geno-
mischen DNA von humanen 293-Zellen amplifiziert,
wobei die Primer t-PA-Sense (5' AAG CTGGCTAG-
CC CACCATGGATGC AATGAAGA GAGGG CTC 3)
und t-PA & c-myc-Antisense (5' CGGCC GCTCGAG
CAGATC CTCTTCTGA GATGAGTTTTTGTTC-
GAGGGGCGGGACACAGGGATC 3') verwendet
wurden. Das c-myc-Epitop wurde zu dem Antisen-
se-Primer gegeben. Das resultierende PCR-Produkt
wurde mit Nhel und Xhol verdaut und in
pCDNAZ3.1(-) kloniert. Das HIV-1 gag INS-Gen wur-
de aus Plasmid HIV-1 gag INS neo pCDNR3.1 mit
den Primern gagINS-Sense (5' TCTAGACTCGAG
ATGGGTGCGAGAGCGTCA 3') und gagINS-Anti-
sense (5'GTGGTGGAATTCCTGTGAC-
GAGGGGTCGTT 3') amplifiziert und nach Verdau
mit Xhol und EcoRI in t-PA LSS & c-myc neo
pCDNAZ3.1(-) kloniert.

[0046] Die Transmembrandomane und der C-termi-
nale Schwanz (Tmct) des Lysosom-assoziierten
Membranproteins (LAMP-1) der Maus wurde mittels
PCR aus dem Plasmid LAMP-1 neo pCDNA3.1, das
das LRMP-1-Gen enthalt, mit den Primern LAMP
Tmct-Sense (5' TCTGCAGAATTCCTGATC-
CCCATCGC TGTG 3') und LAMP Tmct-Antisense (5'
AAGCTTGGTACCCTAGATAG TCTGGTAGCC 3))
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde nach Verdau
mit EcoRI und Kpnl in t-PA LSS & c-myc/HIV-1 gag
INS neo pCDNAS3.1(-) kloniert, was zu unserem t-PA
LSS/HIV-1 gag INS/LRMP neo pCDNA3.1 (-)-Kon-
strukt fihrte, das den "immediate early" Promotor des
Cytomegalovirus (CMV) enthalt, um die Expression

unseres Chimaren Gens zu verstarken.
Immunisierung von Mausen und CTL-Assay

[0047] Verwendeter Mausestamm: Der Mause-
stamm Balb/c(H2d) wurde von Charles Rivers erhal-
ten. DNA wurde durch CsCl/Ethidiumbromid-Gleich-
gewichtszentrifugation gereinigt. Balb/c-Mause wur-
den zweimal intramuskular in Abstanden von zwei
Wochen mit 10 g Plasmid immunisiert. Die DNA wur-
de in einer Konzentration von 0,2 mg/ml in PBS ge-
I6st und 25 | (5 g) wurden mit oder ohne 1 g GM-CSF
in Mikropartikeln mit einer 28er-Nadel in jeden Tibia-
lis anterior Muskel injiziert. Drei Wochen nach Immu-
nisierung wurden die Mause getttet und ihre Milzen
und Lymphknoten wurden geerntet. Splenozyten
wurden durch Homogenisieren der Milzen und
Lymphknoten und anschlieRendes Passieren der
Suspension durch ein Nylonsieb und nachfolgende
Ficoll-Gradientenzentrifugation isoliert.

[0048] Splenozyten aus naiven Mausen wurden mit
HIV-1 gag-spezifischem Klasse |I-MHC-Peptid mar-
kiert und durch Behandlung mit Psoralen und W-Ex-
position flir APC-Zellen inaktiviert. T-Zellen wurden
durch Nicht-Adharenz an Nylonwolle-Sdulen ange-
reichert und dann in Gegenwart von IL-2 und
APC-Zellen sieben Tage lang inkubiert. Die stimulier-
ten Splenozyten wurden dann in einem Ublichen
51Cr-Freisetzungsassay fiir CTL-Aktivitat als Effek-
toren verwendet.

[0049] Zytokin-Mikroklgelchen:  Mikrokugelchen,
die GM-CSF enthielten, wurden wie zuvor beschrie-
ben hergestellt.

BEISPIEL 7

[0050] Das fur p815A, ein fir Mastozytoma-Zellen
spezifisches Antigen, kodierende Gen wurde intra-
dermal mit oder ohne GM-CSF-Mikroklgelchen mit
kontrollierter Freisetzung in DAB/2-Mause injiziert.
Fig. 6A zeigt die antigenspezifische CTL jeder ein-
zelnen Maus (10 in einer Gruppe). Es wurde keine si-
gnifikante CTL beobachtet, was mit den in der Litera-
tur typischen Ergebnissen Ubereinstimmte, wenn der
DNA-Impfstoff ohne Booster-Shots verabreicht wird.
Eine signifikante CTL konnte in 10 von 10 Tieren be-
obachtet werden, wenn die DNA mit kontrollierter Ap-
plikation von GM-CSF in Mikrokiigelchen verabreicht
wurde.
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Patentanspriiche

1. Festes Mikrokugelchen von weniger als 5 Mi-
krometer zur Verwendung bei der genetischen Immu-
nisierung eines Saugers, umfassend ein polymeres
Kation, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
Chitosan, Gelatine, Poly-L-Lysin, Polylysin, Polyly-
sin-Polyarginin, Polyarginin, Protamin, Spermin und
Spermidin, wobei ein Zytokin in dem Mikroklgelchen
eingebettet ist, wobei das feste Mikroklgelchen kei-
ne DNA umfal3t.

2. Mikrokugelchen nach Anspruch 1, welches
Gelatine umfafit.

3. Mikrokugelchen nach Anspruch 1, welches
Chitosan umfalfit.

4. Mikrokugelchen nach Anspruch 1, wobei ein
Zelltargeting-Ligand an das Mikrokugelchen gebun-
denist.
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5. Mikrokligelchen nach Anspruch 4, wobei der
Targeting-Ligand mittels Glutaraldehyd-Verknupfung
kovalent an das Mikrokiigelchen gebunden ist.

6. Mikrokugelchen nach Anspruch 1, wobei das
Zytokin ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus GM-CSF, TNF-q, IL-12, IL-4, y-IFN und Kombi-
nationen davon.

7. Mikrokigelchen nach Anspruch 1, welches fer-
ner ein eingebettetes Antigen umfafdt.

8. Verwendung einer fur ein Antigen codierenden
Nukleinsaure und eines festen Mikroklgelchens, das
ein eingebettetes Zytokin umfallt, wobei das Mikro-
kigelchen keine DNA umfaldt, zur Herstellung eines
Medikaments zum Immunisieren eines Saugers, um
eine Immunreaktion gegen ein Antigen auszuldsen.

9. Verwendung nach Anspruch 8, wobei das Mi-
krokugelchen ein polymeres Kation umfalit, ausge-
wahlt aus der Gruppe bestehend aus Gelatine und
Chitosan.

10. Verwendung nach Anspruch 8, wobei das
Medikament zur Injektion in einen Muskel ist.

11. Verwendung nach Anspruch 8, wobei das
Medikament zur subkutanen Injektion ist.

12. Verwendung nach Anspruch 8, wobei das
Medikament zum Beschufld mit Mikroktigelchen aus
einer Hochdruck-Genkanone ist.

13. Verfahren zur Bildung von festen Mikrokugel-

chen zur Immunisierung eines Saugers, umfassend
die Schritte:
Bilden fester Mikrokiigelchen durch Koazervation ei-
nes Polyanions und eines polymeren Kations, wobei
das polymere Kation ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus Chitosan, Gelatine, Poly-L-Lysin, Po-
lylysin, Polylysin-Polyarginin, Polyarginin, Protamin,
Spermin und Spermidin, wobei die Koazervation in
Gegenwart eines Zytokins erfolgt, wobei das Polyani-
on keine Nukleinsdure ist, wodurch das Zytokin in die
festen Mikrokugelchen eingebettet wird.

14. Verfahren nach Anspruch 13, welches ferner
die Schritte umfafdt:
Verknilpfen eines Zelltargeting-Liganden mit den Mi-
krokugelchen.

15. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Koa-
zervation in Gegenwart von Natriumsulfat erfolgt.

16. Verfahren nach Anspruch 13, wobei das poly-
mere Kation Gelatine ist.

17. Verfahren nach Anspruch 13, wobei das poly-
mere Kation Chitosan ist.

18. Verfahren nach Anspruch 13, wobei ein Tar-
geting-Ligand an die Oberflache des Mikroklgel-
chens gebunden wird, wobei der Targeting-Ligand
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Anti-
kérpern, Hormonen, Zelladhasionsmolekiilen, Sac-
chariden, Arzneimitteln, die an Zellrezeptoren bin-
den, und Neurotransmittern.

19. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die Gela-
tine in dem Koazervationsschritt in einer Konzentrati-
on von etwa 2-7% vorliegt.

20. Verfahren nach Anspruch 13, wobei Natrium-
sulfat in dem Koazervationsschritt in einer Konzent-
ration zwischen 7 und 43 mM vorliegt.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIG. 5
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