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Lipoglikan kompozicidk és alkalmazasuk parazita fertdzések

kezelésére alkalmas gydgyaszati készitmények eldallitasara

KIVONAT

A taldlmany eukaridéta parazitdk feliiletérdl izolalt
lipoglikanokbdél kinyert oligoszacharidokhoz kapcsolt hordo-
zécsoportokbdl 4llé6 kompozicidkra vonatkozik. A kompozicidk
felhasznalhatdk gerincesekben eukaridéta parazitdk (igy pro-
tozodk, laposférgek) elleni protektiv immunvalasz kivaltasa-
ra, és alkalmazhatd megeldzésre, valamint mar fennalld para-
zitas fertdzések lekiizdésére egyarant. Igy a talalmany tar-
gyat képezi a kémpoziciék alkalmazasa gydgyaszati készitmé-
nyek el&allitasara, tovabba a taldlmany oltalmi kdrébe tar-

toznak maguk az izolalt lipoglikénok is.
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Lipoglikan kompoziciék és alkalmazasuk parazita fertdzések

kezelésére alkalmas gyégyaszati készitmények eldallitasara

A talalmény a szénhidrat kémiaval és a vakcinolégia
teruletével kapcsolatos.

Allatok és emberek parazitai vildgszerte problémat je-
lentenek. A maldria utéani schistosomiasis példaul a leg-
gyakoribb oka humé&n betegségnek és halalozasnak. Mintegy
600 millié ember veszélyeztetett schistosome laposféreg
fertdzéssel és mintegy 200 millié ember fertdzsdtt 74 or-
szdgban. 20 millié ember (tobbségében gyermekek) a beteg-
ség egy sulyos formadjdban szenved, és évente 200 ezren
halnak meg a betegség miatt.

Az emlés6k parazitai példaul a Fasciola vagy
Schistosoma nemzetségébe tartozéd laposférgek és a
Trichomonas nemzetségébe tartozd protozodk el tudjak ke-
rilni az immun eliminaciét és hénapokig vagy évekig képe-
sek életben maradni teljesen ép immunrendszerii gerinces
gazdaszervezetben. Ezeknek a parazitadknak a feliilete T-
-sejttdl figgetlen immunvalaszt valt ki, amelyre jellemz§,

hogy tulnyomdan IgM antitestek termelddnek, de nem indukal
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T-sejtté6l flggetlen olyan valaszt, amelyre az IgG, IgE és
IgA izotipusu antitestek termel&dése jellemzé.

Az IgG (valamint az Ige és IgA) termelddése és ezek
kotédése a patogén killsé részéhez 4&ltaldban sziikséges az
antitesttédl fiiggé sejtmedidlt citotoxicitédshoz, mely mec-
hanizmusré6l bemutattak, hogy hatékony parazita férgek el-
pusztitidsdban. A csecsemémirigytél fliggd (timusz-depen-
dens) antitestek (IgG, IgE és IgA) kotddése az extracellu-
laris patogének feliiletéhez szintén 4&ltaladnosan megkivant
a gazdaszervezet makrofadgjai altal végzett fagocitdzishoz
és mas immunfunkcidkhoz, amelyek egy immun aktivalasi fo-
lyamatban az "opszonizacidban" indukalédnak. Az
opszonizacidé egy immun mechanizmus, amelyet gyakran kap-
csolatba hoznak az extracellularis protozoa parazitak el-
pusztitasaval. Altaléanos vélelem, hogy tobb emlds parazita
elkerili az immun elimindciét azaltal, hogy nem indukal
feliletspecifikus T-sejt-dependens funkcidkat, példaul
IgG, IgE és IgA termelést.

Az aldbbiakban roviden ismertetjiik a taldlmany szerin-
ti megoldast.

A taldlmany laposférgek feliiletén 1lévd uj lipoglikéanok
izolalaséan alapul. Ezek a lipoglikanok, valamint bizonyos
protozoa parazitdkbdl 1izolalt 1lipoglikdnok alkalmazhatdk
parazitas fertdzés gatlasara, kezelésére vagy diagnoszti-
zdladsara alkalmas készitményekben.

A talalmany tehat lehetdévé teszi, hogy egy gerincesben
protektiv immunvalaszt (azaz T-sejt-dependens antitest va-

laszt magaban foglaldé immunvalaszt) valtsunk ki eukaridta



parazita ellen ugy, hogy a gerincesnek egy eukariéta felii-
letén talalhaté 1lipoglikanbél kapott oligoszacharidhoz
(vagy oligoszacharidok keverékéhez) kapcsolt hordozd cso-
portbol allé kompozicidét adunk be. A kompoziciét olyan
mennyiségben adjuk be, amely elegendd ahhoz, hogy protek-
tiv immunvalaszt valtsunk ki eukariéta parazitaval szem-—
ben.

Az oligoszacharidot izol&lhatjuk vagy kinyerhetjik egy
mintegy 180 kD molekulatémegd lipoglikanbdél (azaz olyan
molekulabdl, amely legalabb egy lipidcsoporttal és lega-
labb egy szénhidrogén csoporttal rendelkezik). Tovabba, a
lipoglikan legaldbb egy lipid csoportot és legalédbb egy
szénhidrat csoportot tartalmaz. A lipoglikdn példaul tar-
talmazhat egy.lipidcsoportot, egy vagy tobb fukézcsopor-
tot, fukdézcsoportonként 3-5 galaktézamincsoportot, fu-
kbézcsoportonként 2-4 gliikézamincsoportot, fukdézcsoporton-
ként 1-2 galaktézcsoportot, fukézcsoportonként 1-2 glikbz-
csoportot, fukbézcsoportonként 1-2 ramnbézcsoportot és fu-
kbzcsoportonként 1-3 mannbézcsoportot. Alternativ médon a
lipoglikan tartalmazhat egy lipidcsoportot, egy vagy tdébb
fukdézcsoportot, fukdzcsoportonként 3-5 galaktdézamincsopor-
tot, fukbézcsoportonként 7-11 gliikbézamincsoportot, fu-
kbézcsoportonként 3-5 galaktdzcsoportot, fukbézcsoportonként
1-2 glikézcsoportot és fukdzcsoportonként 3-5 manndzcso-
portot.

Az eukaridéta lehet protozoa vagy egy felnétt laposfé-
reg [példaul a Schistosoma vagy Fasciola nemzetségbél vagy

a galandférgek (Cestodes) osztalyabol]. Az eukariéta para-



zita lehet protozoa vagy patogén laposféreg (példaul a
Schistosoma vagy Fasciola nemzetségbdl vagy a galandférgek
osztalyabdl).

A hordozbécsoport kapcsoldéddhat az oligoszacharidhoz egy
Osszekdtd csoporton (linker) keresztiil [példaul 2-(4-
-aminofenil)-etil-amin].

A taldlmany korébe tartoznak 1izolalt 1lipoglikanok
(példaul mintegy 180 kD méretlek), amelyek lipidcsoportot,
egy vagy tobb fukdzcsoportot, fukézcsoportonként 3-5
galaktdozamincsoportot, fukdézcsoportonként 2-4 glukdézamin-
csoportot, fukdézcsoportonként 1-2 galaktdzcsoportot, fu-
kézcsoportonként 1-2 gliukébézcsoportot, fukdbzcsoportonként
1-2 ramnézcsoportot vagy fukdézcsoportonként 1-3 manndzcso-
portot tartalmaznak. Egy konkrét megvaldésitasi mddban ez a
lipoglikan fukdézcsoportonként 4 galaktdézamincsoportot, 3
gliik6zamincsoportot, 2 galaktézcsoportot, 2 glikdzcsopor-—
tot és 2 mannbdzcsoportot tartalmaz. A lipoglikant a
Schistosoma torzsbe tartozd egyik fajbdl nyerhetjik ki.

A taldlmany tovabba izoldlt 1lipoglikadnra vonatkozik
(példaul mintegy 180 kD méretidre), amely lipidcsoportot,
egy vagy tobb fukdzcsoportot, fukézcsoportonként 3-5
galaktézamincsoportot, fukdzcsoportonként 7-11 glikdézamin-
csoportot, fukdzcsoportonként 3-5 galaktdzcsoportot, fu-
kbézcsoportonként 1-2 gliikdzcsoportot és fukdzcsoportonként
3-5 manndézcsoportot tartalmaz. Egy konkrét megvaldsitasi
médban a lipoglikan fukdézcsoportonként 4 galaktdzamincso-
portot, 9 glikézamincsoportot, 4 galaktdzcsoportot, 1 glu-

kbzcsoportot és 4 manndbdzcsoportot tartalmaz. Ez a



lipoglikan egy Fasciola nemzetségbe tartozé fajbol nyerhe-
té ki, és/vagy inozitot tartalmaz.

A talalmany tovabba egy kompoziciéra vonatkozik, amely
a talalmany szerinti lipoglikanokbél izolalt oligoszacha-
ridhoz kapcsolédd hordozécsoportbél all. A hordozécsoport
az oligoszacharidhoz kapcsolédhat egy 6sszekétd csoporton
keresztil (példaul 2-(4-aminofenil)-etil-amin).

A lipoglikdn olyan molekula, amely legalébb egy
lipidcsoportot és legaldbb egy szénhidratcsoportot tartal-
maz. Az izol&lt lipoglikan egy adott molekulatémeggel ren-
delkezd lipoglikadn preparatum, amely legalabb 60 tomeg?
aranyban az érdekl8dés kézéppontjaban 4allé lipoglikéant
tartalmazza. A 1lipoglikdn természetesen izolalhatd és
tisztithaté nagyobb tisztasdgban is, példaul a készitmény
legalabb 80%-a, 90%-a vagy 95%-a a kivant lipoglikan. A
masik 40% tartalmazhat mas makromolekulédkat, példéaul
lipideket, proteineket, szénhidratokat és nem az adott mo-
lekulatomeggel rendelkezd mas lipoglikanokat. A lipoglikan
mentes lehet természetesen el6forduldé aminosav maradékok-
tél. A lipoglikédn molekulatomegét natrium-dodecil-szulfat-
-poliakrilamid gél elektroforézis (angolszasz roévidités-
sel: SDS-PAGE) eljarassal hatarozzuk meq redukald kérilmé-
nyek kozott.

A leirasban a "protektiv immunvalasz" kifejezés alatt
olyan immunvalaszt értink, amely alkalmas parazita &ltal
kivaltott produktiv fertdzés megelSzésére, csdkkentésére
vagy gatlasara. Megeldz8 készitmény esetén az &allati vagy

emberi gazdaszervezet még nem fertdzdtt, tehat a készit-



mény megeldzi vagy géatolja (részlegesen vagy teljesen)
barmifele fertézés vagy a produktiv fertézés egqy vagy tobb
tinetének kialakulésat, amelyet parazitaknak valé késdSbbi
kitettség okozna. A terdpids készitménynek ebben az eseté-
ben az allati vagy emberi gazdaszervezet egy folyamatban
lévé produktiv fertézést mutat, és a készitmény a produk-
tiv fertbzést csokkenti, vagy véget vet annak. A produktiv
fert6zés olyan fert&zés, amelynek soran életképes parazi-
tdk izoladlhaték a gazdaszervezetbdl. A protektiv immunva-
lasz IgG antitestek termelését és a T-sejtek aktivalasat
foglalja magban. Egy protektiv készitmény (példaul vakci-
na) protektiv immunvalaszt valt ki.

A hordozécsoport egy olyan molekula, amely az oligo-
szacharidhoz kapcsoldédva segit az oligoszacharid antigén
emlés immunrendszerébe vald bejuttatasaban. A hordozdécso-
portra példaként emlithetjik tobbek kézdtt a proteineket,
példdul a Dborjud szérum albumint (BSA), a tetanusz-
-toxoidot, az ovalbumint és a parazita proteint.

Az adjuvéans olyan anyag, amelyet a taldlmany szerinti
készitménybe belekeveriink, vagy azzal egyidében adjuk be.
Az adjuvans fokozza az immunvalasz id&tartamat vagy szint-
jét az emldsben az antigén beaddsa utéan. Egy adjuvans se-
githeti az antigén emlésbe vagy annak konkrét szoveteibe,
sejtjeibe vagy az emlds testének killénféle helyeire torté-
né bejuttatéasat. Az adjuvansokra nem korlatozd értelmi
példaként emlithetjiik a nem teljes Freund-féle adjuvanst,
a teljes Freund-féle adjuvanst és az alumot; és tartalmaz-

hat szkvalént (példaul MF59, Chiron Corp. Emeryville, CA),



monofoszfolipid A-t (példaul DetoxJd, Ribi ImmunoChem
Research, Inc., Hamilton, MT), szaponinokat (QS-21, Camb-
ridge Biotech, Cambridge, MA), nem-ionos feliiletaktiv
anyagokat (NISV, Proteus, Cheshire, United Kingdom),
tokolokat (5 667 784 szami amerikai egyesiilt &llamokbeli
szabadalmi irat), biodegradébilis-biokompatibilis
poli (D,L-laktid-ko-glikolid)-ot (5 417 986 szamu amerikai
egyesiilt éllémokbeli szabadalmi leiréas), immunstimulald
komplexeket (ISCOM-ek) és/vagy liposzémakat.

A nem redukald végcsoport, mivel a cukrokhoz tartozik,
olyan cukrot jelent, amely redukalja a Benedict-féle rea-
genst a redukald cukrokra vonatkozé Benedict-féle vizsga-
latban (lasd példaul
http:/www.acp.edu/web/genchem/thedisk/food/bened/bened.htm).

Az Uuj 1izolalt lipoglikanok hasznosak parazitak elleni
terapias és megeldz8 készitmények, példaul védséoltasok
eléallitasdban. Masfel8l a készitmények hasznosak protek-
tiv immunvalasz kivaltadsaban parazitdkkal szemben, ahogyan
azt az alabbiakban részletezziik.

A talalmany szerinti izolalt lipoglikanok, készitmé-
nyek és alkalmazasok Uj eszkdzt nynjtanak vakcinak eldal-
litasara és alkalmazasara szamos eukaridta parazita ellen,
példaul laposférgek és protozoadk ellen. A természetes fer-
t8zésekben szerepld parazitak tobbségével ellentétben a
talalmany kilénbdz8  aspektusai lehetéséget nyujtanak
T-sejt-dependens immunvalaszok stimulalasara allati vagy
emberi gazdaszervetben, ideértve a parazita-specifikus IgG

termelést. A taldlmany szerinti készitmények és alkalmaza-
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sok felhasznalhatdék lipoglikan-specifikus antitestek ter-
melésére, amelyek a fertdzés diagnosztizalasaban haszno-
sak. A talalmany szerinti izolalt lipoglikanok hasznalha-
téok tovabba diagnosztikai vizsgalatokban is, amelyekben a
talalmany szerinti lipoglikéanok a bioldgiai mintaban jelen
1évS antitestekhez kotdédnek.

Hacsak masképp nem jel®ljiik, minden miszaki és tudoma-
nyos kifejezésnek azt a Jjelentést tulajdonitjuk, amelyet
4ltaldnosan a talalmany teriilletén Jjartas szakember ért
rajtuk. Bar az aléabbiakban ismertetiink a taldlméany
gyakorlatbavételére vagy tesztelésére alkalmas médszereket
és anyagokat, az ismertetettektdl eltérd hasonld vagy ek-
vivalens egyéb modszerek és anyagok is alkalmazhatdék, ame-
lyek a szakteriileten jél ismertek. Minden emlitett publi-
kaciét, szabadalmi bejelentést, szabadalmi iratot és min-
den egyéb referenciat a teljes terjedelmiikben a kitanitas
részeként tekintjik. Ellentét esetén a talalmany leirasa -
ideértve a definiciékat - a mérvadé. Az anyagok, mbdszerek
és példak csak szemléltetd jelleglek, és nem korlatozd ér-
telmlek.

A talalmany mas jellemvonasai és eldnyei nyilvanvaldva
valnak az alabbi részletes leirasbdl és az igénypontokbdl.

Az alabbiakban részletesen ismertetjik a talalmany
szerinti megoldast.

A talalmany parazita fert6zések kezelésében alkalmaz-
hatd terapias és megeldz8 készitményekre vonatkozik, ame-
lyek példaul ugy hatnak, hogy protektiv immunvalaszt val-

tanak ki a parazitak ellen. Szamos parazita nem immunogén



vagy nem kellSen immunogén ahhoz, hogy hatékony immunva-
laszt valtson ki. A taladlmadny szerinti megoldas lehetdvé
tesz egy parazita antigén prezentdcids stratégiat, amely
protektiv immunvalaszt valt ki. Ez a stratégia magaban
foglalja egy lipoglikédn izoléalasat a parazita felililetérdl,
a lipoglikanbél oligoszacharidok eld&allitasat, az oligo-
szacharidok hordozdhoz vald kapcsolasat és az oligoszacha-
rid/hordozécsoport konjugidtum beoltadsat a beoltandd emlés-
be. Ezek az oltasok protektiv immunitadst nyujtanak - lega-
labbis részben - azaltal, hogy parazita-specifikus 1IgG
termelést indukéalnak, ahogyan azt az aldbbi példakban be-
mutatjuk.

A taldlmdny szerinti alkalmazasok, lipoglikanok és ké-
szitmények felhaszndlhaték emlSs beoltasara kulonféle pa-
razitdk ellen. A parazitadk egyik &ltaldnos osztalyat al-
kotjak a laposférgek torzsébe tartozd férgek. A laposfér-
gek ko6zé tartoznak a Trematoda (szivoférgek) osztalyaba
tartozé laposférgek (példaul a Schistosoma tdrzsbe tartozd
férgek, ugymint az S. bovis, S. indicum, S. japonicum, S.
mattheei, S. spindale, S. haematobium, S. intercalatum, S.
mansonli vagy S. mekongi; a Fasciola torzsbe tartozd fér-
gek, ugymint az F. hepatica, F. gigantica és F. jacksoni;
és a Fasciolides magna féreg), amelyek embereket és hazta-
ji 4allatokat fertdznek. A laposférgek ko&zé tartoznak a
Cestoda osztalyba tartozdé galandférgek, amelyek embereket
(a Taenia torzsbe tartozd férgek) vagy kutydkat fertdznek
(a Mesocestodes torzsbe tartozdé férgek). A parazitak egy

masik 4&ltalédnos osztdlyat alkotjdk az olyan protozodk,



mint példaul a Trichomonas, Tritichomonas, Leishmania vagy
Entamoeba térzsbe tartozdék. A Trichomonas vaginalis kiilo-
nésen elterjedt az Amerikai Egyesiilt Allamokban, és szimp-
tomatikus genitourinadris traktus fert&zéseket okozhat.

Az alabbiakban ismertetjiik a lipoglikdnok izolalasara
vonatkozé altaldnos eljarasokat és a készitmények alkalma-
zasat.

Lipoglikanok izolalasa parazitakbdl

A parazitak altaldban beszerezhetd8k a kereskedelmi
forgalomban, példdul az American Type Culture Collection
(ATCC), Rockville, MD cégtsl. A T. vaginalis példaul be-
szerezhetd az ATCC-t&él a 30001 kataldégusszamon. Tovabba az
F. hepatica matacercaria (betokozott késdi larva) besze-
rezhetd a Baldwin Enterprises, Monmouth, OR cégtdsl, vagy
izolalhaté vizicsigdkbdl, a parazitak egy természetes gaz-
daszervezetéb&l. A parazitdk beszerezhetdk kiilénféle kuta-—
télaboratériumokbdl is, tdbbek k&zdtt azokbdl, amelyeket a
World Health Organization tamogat. Alternativ médon izo-
lalhatdék természetes gazdaszervezetekbdl vagy a kdrnyezet-
bél (példdul a Fasciola vagbéhidakrél vagy Fascoiloidok
szabadtéren levd szarvas kisérleti allomasokrél) .

A szakterileten ismert a parazitdk preparalasa élet-
ciklusuk kilénbozé &llomasain. A tokjukat Gjonnan elhagyd
F. hepatica juvenilisek (newly excysted juveniles; a to-
vabbiakban réviden NEJ) példaul izolalhatok Hanna mbédszere
szerint [ladsd Exp. Parasitol., 50, 103-114 (1980)]. Eret-
tebb férgek &altaldban Gibbs és munkatarsai szerinti méd-

szer alapjan izolalhaték [Lésd: The Veterinary Clinics of
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North America: Food Animal Practice, 2. kotet, W. B.
Saunders Co., Philadelphia, PA, 261-275. oldal (1996)].

Lipoglikédnok izolalhatdk parazitabdél a szakteriileten
ismert mbédszerekkel. A parazitéakat jellegzetesen
foszfatpufferes sbéoldattal (PBS) mossuk, majd a parazita
feliiletén levé kis molekulatdmegd lipideket (ideértve az
egyszerli és Osszetett lipideket) szerves olddszerekkel
extrahdljuk. Ezek a nyers, kis molekulatdmegi lipidek,
amelyek kozé tartoznak glicerofoszfolipidek, glikoglicero-
lipidek és szfingolipidek, extrahalhatdék kloroform, meta-
nol és viz 3:2:1 térfogataranyu elegyével, ahogyan azt
Turko és munkatdrsai ismertették [J. Biol. Chem., 259,
3883-3889 (1984); és Bennett, Parasitol., 77, 325-332
(1978)]. A nyers lipideket alternativ médon hexén és izo-
propanol 3:2 térfogataranya elegyeével extrahalhatjuk,
ahogyan azt Radin ismertette [Meth. Enzymol., 72, 5-7
(1981)].

Az extrakcidés eljadrdst a parazitatdl figgben valaszt-
juk meg. Fascila hepatica-b6él példaul izolalhatjuk a
lipoglikdnt a parazita szovet eldkezelésével, akar kloro-
form, metanol és viz elegyével, akadr hexan és izopropanol
elegyével végzett extrakcidés eljarassal (lasd az alabbi 1.
példat) alacsony molekulatomegi lipidek differencialt el-
tavolitasa céljabdél. Viszont a Schistosoma mansoni-bdél
szarmazé lipoglikén nem izolalhaté kloroform, metanol és
viz elegyével. Ezek a kis molekulatomegi lipidek azonban
differencidlisan extrahadlhatdék a hexan és izopropanol ele-

gyét alkalmazd eljarassal (lasd az alabbi 2. példat).



Fasciola hepatica esetén a kloroform, metanol és viz ele-
gyével vagy hexdn és izopropanol elegyével végzett
extrakcidé vagy a Schistosoma mansoni esetében a hexan és
izopropanol elegyével végzett extrakcidé olyan maradékot
eredményez, amelyb8l a lipoglikan extrahalhaté ,E o0ldé-
szerrel”.

A lipoglikdnt a kis molekulatémegl lipidmaradékbdl
izolalhatjuk viz, etanol, dietil-éter, piridin és amméni-
um-hidroxid 15:15:5:1:0,017 aranyu elegyével, vagy mas né-
ven E oldészerrel végzett extrahalassal, ahogyan azt Turko
és munkatdrsai ismertették [lasd fent]. Az E olddszerrel
késziilt extraktumot szaritjuk a lipoglikén izolélasa cél-
jaboél. Tovabbi eljaréasokat is végrehajthatunk a lipoglikan
tovabbi tisztitadsa céljabdél, példaul gélszilrést, hidrofdb
kromatografias eljarast és metanolos kicsapast.

Az izolalt lipoglikénokat SDS-PAGE eljaras alkalmaza-
saval jellemezhetjiik a molekulatomegiik meghatarozasa cél-
jabol. Tovéabba, a lipoglikén szénhidrat részének
monoszacharid profiljat meghatarozhatjuk ugy, hogy a
lipoglikant savas hidrolizisnek vetjik ala, majd pulzald
amperometriés detektorral felszerelt nagyhatékonysagu
anioncseréld kromatogradfiads rendszer alkalmazaséaval ele-
mezzilk a gyartd utasitédsai szerint. Ilyen rendszerek és
detektorok beszerezhetdk a Dionex Inc. Sunnyvale, CA cég-
tél.

Oligoszacharid/hordozécsoport konjugatumok eldallitasa

A terapias vagy profilaktikus készitményben, példaul a

parazitaellenes vakcinaban hasznos antigén eld&allitasa
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céljabdél oligoszacharidokat szabaditunk fel az 1izolalt
lipoglikanbél. Ezt végrehajthatjuk példaul szokasos enyhe
savas hidrolizis vaqgy dglikozidaz kezelés alkalmazasaval.
Lasd példaul: Semprevivo és munkatdrsai: Carbohy. Res.,
177, 222-227 (1988). Az oligoszacharidok tovabbi tisztita-
sat is végrehajthatjuk (példaul oszlopkromatografias elja-
rassal) specifikus mérettartomanyi (példaul 800-3000
dalton) oligoszacharidok izolalasa céljabdél. Ezek az
oligoszacharidok tartalmazhatnak nem redukaldé végcso-
portokat, ismétléds alegységeket és/vagy a lipoglikadn mag
részeit. Tovabba, egy adott lipogliké&nbdél (a tovabbiakban
roviden LG) kinyert oligoszacharidokrdél azt varjuk, hogy
ugyanazokat a szénhidrat maradékokat tartalmazzak, mint
maga az LG.

Az oligoszacharidokat vagy az oligoszacharidok keveré-
keit ezutan szokasos eljarasokkal hordozécsoporthoz kap-
csoljuk hatékony immunogének eldallitasa céljabdél, mivel
hapténekként onmagukban véve az oligoszacharidok valdszi-
nileg gyenge immunogének lennének. Hordozdbécsoport lehet
barmely polipeptid, szerves polimer vagy kisebb molekula,
amely alkalmas eml&snek vald beadadsra. Az oligoszacharid-
hoz kapcsoldédva a hordozdcsoportok fokozzak az oligo-
szacharid epitépok bejutasat az emldés immunrendszerébe,
ezidltal az oligoszacharidra specifikus, és tagabb értelem-
ben a parazita feluletén levd lipoglikénra specifikus im-
munvalaszt indukdlnak. Sok kiilénb6zé oligoszacharid keve-
rékének alkalmazasa segit megelézni azt, hogy a célzott

eukariéta alkalmazkodjon, és elkeriilje az immunvéalaszt.
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Barmely szokadsos kémiai Osszekotd Csoport (példaul
bifunkciondlis &sszekdétd csoport, amely példaul reaktiv
aminocsoportokat tartalmaz) felhasznalhaté az oligoszacha-
ridok hordozécsoporthoz valé kapcsolasahoz. Az ilyen 06sz-
szekotd csoportokra példaként emlithetjik tdbbek kdzott az
1—ciano—4—dimetilaminopiridinium—tetrafluorborétot, a 4-
- (4-N-maleimidometil)-ciklohexan-1-karboxil-hidrazidot és
valamely fenetilamin-izocianat-szarmazékot. Lasd példaul:
Lee és munkatdarsai: Vaccine, 14, 190-198 (1996); Ragupathi
és munkatarsai: Glycoconjugate J., 15: 217-221 (1998); Roy
és munkatarsai: Canad. J. Biochem. Cell. Biol., 62, 270-
=275 (1984); és Smith és munkatdrsai: Methods Enzymol, 50,
169-171 (1978)].

Az oligoszacharidok hordozbécsoporthoz, példaul BSA-hoz
vald kapcsolasanak kémidja, és az alkalmas eljarasok a
szakteriileten ismertek. Példaul egy oligoszacharid termi-
nalis redukdlé monoszacharid maradékanak karbonilcso-
portjat reagaltathatjuk egy &sszekétd csoport, példaul 2-
-(4-aminofenil)-etil-amin primer alkilamin-csoportjaval
kbéztitermék elSdllitasa céljabél. Ezt a kdztiterméket ezu-
tan natrium-borohidriddel redukdljuk nem stabil kdztiter-
mék eldallitasa céljabdl, és a koztitermék Osszekdtd cso-
port részének terminalis arilaminocsoportjanak és eqgy
diazo hidnak maradékokkal, példaul egy polipeptid hordozé,
példaul BSA lizin maradékaival valdé kondenzadlasanak elBse-
gitése céljabol. Lasd: Zopf és munkatarsai: Meth.
Enzymol., 50, 163-169 (1978); és Semprevivo és munkatar-

sai, a fentiekben idézett irodalmi helyen.
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Mig a fenti mdédszerekkel egyetlen lipoglikan forras
emésztésébSl szarmazd kiillénbozd oligoszacharid molekulakat
kapcsolunk a hordozdcsoporthoz, egynél t&bb lipoglikéanbédl
(példaul két parazita fajbdél szarmazé lipoglikanbdl) szar-
mazd oligoszacharidokat is kapcsolhatunk egyetlen hordozé-
csoporthoz. Az ilyen multispecifikus konjugatumok kiilénéd-
sen hasznosak széleskdrd védShatassal rendelkezd vakcinak
elb4dllitaséaban.

Eljaras oligoszacharid/hordozécsoport konjugatumokat

tartalmazd készitmények eldallitasara

A készitmények tartalmazhatnak egy vagy tébb kiilénbszd
tipusi oligoszacharid/hordozécsoport konjugatumot. Példaul
kilonb6zd lipoglikanokbdél eldallitott konjugatumokat elve-
gyithetiink ugyanabban a készitményben kereszt védShatasu
vakcina készitmény eldallitdsa céljabodl. A vakcina készit-—
mények altaladban lehetnek megelézé hatasuak (nem fertdzétt
egyedek szamara), vagy terdpids hatasutiak (a mar fertdzott
egyedek szamara).

A készitmények adott esetben tartalmazhatnak gyodégya-
szatilag elfogadhaté segédanyagot, példaul foszfatpufferes
séoldat vagy hidrogén-karbonat (példaul 0,24 M NaHCO,) hi-
gitdészereket. Az uj készitményekben alkalmazott segédanya-
gokat szakember képes megvalasztani a beadéas mbédjatdél és
utjatol, és a szokasos gyodgyszerészeti gyakorlattdl figgs-
en, felesleges kisérletezés nélkiil. Alkalmas gyodgyaszati
segédanyagok és higitdszerek, valamint alkalmazasuk gydgy-
szerészeti szlikségességei megtaldlhatdk példaul a

Remington's Pharmaceutical Sciences c. kényvben. A vakcina
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készitmények tartalmazhatnak tovdbba adjuvanst is, példaul
koleratoxint, Escherichia coli h&labilis enteroxint (LT),
liposzémat vagy immunstimuldlé komplexet (ISCOM).

A gybgyaszati készitmények formuldzasdhoz az oligo-
szacharid/hordozécsoport konjugdtumot tovabb tisztithatjuk
szokasos eljarasokkal az adott esetben jelen 1évé szennye-
26k, peéldaul endotoxinok eltavolitadsa céljaboél. A végsd
konjugatum készitményt 1liofilizalhatjuk és steril ionmen-
tesitett vizben szuszpendalhatjuk. Ezutdn hozzdadhatunk
megfeleld gybdgyaszati kotdanyagokat.

A terépias készitményeket formulazhatjuk oldat, szusz-
penzid, kup, tabletta, granuldtum, por, kapszula, kendcs .
vagy krém formajadban. Ezeknek a készitményeknek az eldal-
litdsanal legalabb egy gydgyadszati segédanyagot is beke-
verhetink. A gydgyaszati segédanyagokra példaként emlit-
hetjik az oldészereket (példaul viz vagy fizioldégias sbéol-
dat), szolubilizélészereket (példaul etanol, poliszorbatok
vagy Cremophor EL7), 1izotonicitads elérését biztositéd
szert, tartdésitdszert, oxidaldészert, laktédzt, keményitdt,
kristalyos cellulézt, mannitot, maltézt, kalcium-hidrogén-
-foszfatot, konnyl kovasavanhidridet, kalcium-karbonatot,
kétSanyagot (példaul keményitd, polivinil-pirrolidon, hid-
roxi-propil-cellulébz, etil-celluldz, karboxi-metil-cel-
luldéz vagy gumiarabikum), sikositét (példadul magnézium-
-sztearat, talkum vagy megszilarditott olajat), vagy sta-
bilizaldészert (példaul laktéz, mannit, maltdz, poliszorba-
tok, makrogolok vagy polioxietilén-megszilarditott rici-

nusolaj). Kivéant esetben hozzdadhatunk glicerint, dime-



til-acetamidot, 70%-0s natrium-laktatot, feliletaktiv
anyagot vagy bazikus vegyliletet, példaul natrium-
-hidroxidot, etilén-diamint, etanolamint, natrium-hidro-
gén-karbonatot, arginint, meglumint vagy trisz-aminome-
tant. Ha a készitmény lassi kioldédasa a cél, biodegra-
dabilis polimerek, példaul poli-DL-laktid-koglikolid vagy
poliglikolid alkalmazhaté alap matrixként (lasd példaul:
5 417 986, 4 675 381 és 4 450 150 sza&mu amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi iratok). Ezekkel az &sszetevSkkel
gyogyaszati készitmények, példaul oldatok, tablettak, gra-
nuldtumok vagy kapszuldk &llithaték eld. Ha a készitményt

oralisan adjuk be, aromaanyagokat és/vagy szinezékeket is

hozzdadhatunk.

Oligoszacharid/hordozécsoport konjugatumokat tartalma-

zé6 készitmények beadasa

Az uj készitményeket beadhatjuk barmilyen megfeleld
modon, példaul intravénasan, intraartériasan, topikalisan,
injektalassal, intraperitone&dlisan, intrapleuralisan, ora-
lisan, szubkutan, intramuszkuldrisan, szublingvalisan, na-
zalisan, inhalalassal, intraepidermdlisan vagy rektalisan.

A talalmany szerinti beadanddé dbézisok tobb tényezétdl
figgnek, tobbek kozott a konkrét vakcina antigéntdl és an-
nak készitménybeli koncentraciéjatél, attél, hogy az adju-
vanst az antigénnel egyltt adjuk-e be, az egyiitt beadott
adjuvans tipusatdl, a beadads médjatdl és gyakorisagatdl és
az elérni kivant hatéastdl (példaul fertdzés elleni védelem
vagy mar létrejott fertdzés kezelésére). Az alkalmas dézi-

sokat szakember felesleges kisérletezés nélkiill képes meg-
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hatéarozni. Az Uj készitményeket &ltalaban 0,01 pg és 1 mg
k6zotti mennyiségben adjuk be testtomeg kg-ra vonatkoz-
tatva. Ha a készitménnyel egyitt adjuvansokat adunk be,
alkalmazhatjuk a ko&zvetlenil elébb megadott ddbdzisoknak
csupan 1%-4t. Az allatorvosi felhaszndlasban a ddézistarto-
manyt a testtdmeggel Osszhangban allithatjuk be.

A beadast sziikség esetén megismételjiik, ahogyan azt a
szakember meghatarozza. Megelézés esetén példaul egy indi-
té6 dozist kovethet harom erdsitd dbézis egyhetes idBkdzdk-
kel. Az elsd§ immunizaléds utén 8-12 héttel egy erdsitéd 16-
ketet adhatunk be, és egy masodik erdsitdt adhatunk be a
16-20. héten ugyanannak a készitménynek az alkalmazasaval.
Az egyénbdl szérumot vagy T-sejteket vehetiink a parazita
(vagy parazita felileti antigének) elleni készitmény al-
kalmazasaval kivaltott immunvadlasz in vitro vizsgalata
céljabdol. A szakterileten j6l ismertek egy specifikus an-
tigén elleni antitestek, citotoxikus T-sejtek vagy mas im-
mun funkcidés mediadtorok vizsgdlatai, és ezek parazitéakat
elpusztité képességének 1in vitro vizsgalati eljarésai;
tobbek kozott ezek kozé tartoznak az alabbi példakban is-
mertetett eljarasok. Lasd tovabba példaul a 4 656 033 sza-
mi amerikai egyesilt &llamokbeli szabadalmi leirast; a WO
90/02563 szamu nemzetkdzi kozrebocsatasi iratot; Vieira és
munkatarsai: Comp. Biochem. Physiol., 100B, 507-516
(1991), Butterworth és munkatérsai: Immunol. Res., 61,
5-39 (1982); Bickle és munkatarsai: J. Immunol., 128,
2101-2106 (1982); és Simpson és munkatdrsai: Infect. Im-

mun., 41, 591-597 (1983). Sziikség esetén tovabbi erdsité-
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ket adhatunk be. Az immunogén vagy a készitmény mennyisé-
gének véaltoztatasaval optimalizdlhatjuk az immunizacids
protokollt maximalis immunvalasz kivaltéasa céljabol.
Mieldtt a fenti készitményeket embereknek beadnank,
toxicitéasi és hatékonysagi vizsgalatokat végezhetiink alla-
tokon. A hatasvizsgalat egyik példadjaban egereket oltha-
tunk be oralis vagy parenteralis uton oligoszacharid/hor-
dozbcsoport konjugatum antigént tartalmazd készitménnyel.
A kezdeti beoltas utan vagy adott esetben erdsitd oltasok
utan az egereket (és a megfeleld kontroll egereket, ame-
lyek oltas utanzatot kapnak) a parazita LDss dbdzisaval ki-
hivjuk. A protektiv immunitédst ezutdn az életképes parazi-
tédk hianyaval vagy szamanak csdkkenésével (példaul 70%,
80%, 90%, 95%, 99% vagy 100% csdkkenés) jellemezziik. Al-
ternativ médon a kihivast haldlos dbézissal végezziik, és a
protektiv immunitast a haldlozas hidnyaval hatarozzuk meg.
Altalaban a Fasciola halalos dézisa egerekben 5 vagy tobb
ciszta (betokozbébdott parazita), és a haladlos schistosome
dézis egerekben mintegy 50 vagy tobb cercaria (larva).
Példaul egy schistosome lipoglikédnbél szarmazé oligo-
szacharidok konjugalhaték BSA-val, higithaték PBS-ben és
beadhaték egérnek. Kontrollként egy nemspecifikus oligo-
szacharidot (példaul maltotridzt) konjugdlhatunk BSA-val,
higithatunk PBS-ben és ugyanezen a napon beadhatjuk ege-
reknek. Az elsé6 oltas utan mintegy 1 hoénappal egy erdsité
oltast adunk be. Mintegy 2 héttel késébb az egereket 50-
-500 Schistosoma mansoni larvaval probara tessziik. Az ege-

reket a kihivas utéan 1 héttel elaltatjuk és felboncoljuk,
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és minden egérben megszamoljuk a tuddében levd életképes
férgek szamat. A protektiv immunitdst a teszt egerekben
1lévé életképes férgek hidnyaval vagy szamuk csdkkenésével
jellemezziik a kontroll egerekben 1évs életképes férgekhez
viszonyitva. A schistosome fertézés &llatkisérleti modell-
jeire vonatkozd tovabbi részleteket megtaldljuk az alabbi
szakirodalmi helyen: Sher és munkatarsai: J. Inf. Dis,
130, 626-6333 (1974); és Bergquist és munkatéarsai:
Parasitol. Today, 14, 99-104 (1998).

Egy Fasciola lipoglik&n oligoszacharid/hordozécsoport
konjugatumon alapuldé vakcinat vizsgalhatunk a schistosome
vakcinara a fentiekben ismertetett eljarashoz hasonlédan,
azzal a kuldnbséggel, hogy a kiilonboz8 lépések idSzitését
szliikségszerlien médositjuk, és az elaltatott egereknek nem
a tidejét, hanem a majat vizsgaljuk a fertdzés jeleire. A
protektiv immunitast itt is a teszt egerekben levd életké-
pes férgek teljes szamdnak a kontroll egerekben levd élet-
képes férgekhez viszonyitott csokkenésével vagy hianyaval
jellemezziik, vagy a fertdézéssel kapcsolatos tilinet csdkke-
nésével. A Fasciola fert6zés 4allatkisérleti modelljeire
vonatkozdé tovabbi részleteket megtaldaljuk az alédbbi szak-
irodalmi helyeken: Morrison és munkatdrsai: Vaccine, 14,
1603-1612 (1996); Hughes és munkatarsai: Res. Vet. Sci,
30, 93-98 (1981); és Rajasekariah és munkatarsai: Exp.
Parasitol, 44, 233-238 (1978).

A protozoa fertdzés allatkisérleti modelljeire vonat-
kozd részleteket megtalaljuk az aldbbi szakirodalmi helye-

ken: Corbeil, Parasitol. Today, 10, 103-106 (1994) ;
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Ghadirian és munkatarsai: Parasite Immunol., 7, 479-487
(1985); Farrell, Exp. Parasitol, 40, 89-94 (1976) és
Gorczynski, Cell. Immunol., 94, 1-10 (1985).

Az egyednek beadott konjugadtum dbézisa altalaban fiigg a
betegség sulyossagatdél (ha egyaltaldn fennall betegség), a
kortdél, a testtbmegtdl, a nemtdl és az egyed altalanos
egészségi allapotéatdl.

Orvosok, gydgyszerészek és mas szakemberek képesek
meghatarozni a terapiasan leghatékonyabb kezelési rendet,
amely betegr8l betegre valtozik. Egy adott készitmény ha-
tékonysdga és hatédsédnak id&tartama megkivadnhat ritka be-
adast, ideértve a polimerb&l késziilt implantatumok beada-
sadt, amelyek a konjugdtum lassu felszabadulasat teszik le-
hetévé. Gyakorlott szakemberek azzal is tisztédban vannak,
hogy a kezelési rendnek aradnyosnak kell lenniiik biztonsa-
gossagi szempontokkal és a lehetséges toxikus hatéasokkal,
amelyet a konjugdtum vagy a készitmény mas komponensei,
példaul az adjuvansok okozhatnak.

Variaciék

A lipoglikan molekuldnak azok a részei, amelyek
protektiv antitesteket indukalnak, meghatdrozhaték ugy,
hogy a lipoglikdn adott régidira specifikus monoklonéalis
antitesteket termeliink, és meghatarozzuk, hogy a lipogli-
kdnnak ezen részei kozil melyik vesz részt a parazita el-
pusztitidsdban vagy elimindlasaban. Az antitestek termelds-
dését altaldban eldidézhetjiik ugy, hogy az &llatnak az itt
ismertetett immunogén készitményeket beinjektaljuk. A

monoklonalis antitesteket és az ezeket termeld
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hibridémékat az immunizdlt A4llatbdl izolalt vérsejt-
populaciobél a molekuldris bioldgia teriiletén szokasos
médszerek alkalmazisaval klénozhatjuk és szkrinelhetjiik
(befogd részként az eredeti antigén komplexet hasznéalva).

Miutan az antitesteket szelektaltuk az emlitett
szkrinek alkalmazdséaval, legaldbb kétféle eljérassal hata-
rozhatjuk meg a konkrét oligoszacharid Szerkezeteket, ame-
lyekhez kotédnek. Az elsd eljarasban az antitesteket hasz-
naljuk oligoszacharid molekulak eqgy kdnyvtaranak
szkrinelésére, ahol a koényvtar minden tagjanak ismert ké-
miai szerkezete van. A masodik eljarasban az antitesteket
arra hasznaljuk, hogy "kihaldsszuk" a specifikus oligo-
szacharidokat oligoszacharidok egy Osszetett keverékébsl,
amelyet egy lipoglikdn emésztésével 4&llitunk eld az itt
ismertetett médszerekkel. A specifikus oligoszacharidok
szerkezetét ezutdn a szénhidrat kémia teriiletén ismert
kromatografias, spertrometrias vagy mas fizikai és/vagy
kémiai eljarédsok alkalmazasaval azonositjuk.

Egy masik varidcié a hordozécsoportok szelekcidjat
foglalja magdban. Egy parazitaval valé fertdzés jellegze-
tesen specifikus humoralis és cellularis immunvalaszokat
indukal egy gazdaszervezetben. Azonban a parazitafehérjék
onmaguktdél ritkan indukdlnak jelentds rezisztenciat homo-
16g kihivés ellen. Ezek a parazitafehérjék tehat idealis
hordozék lehetnek, amelyekhez konjugalhatjuk a lipoglikan
oligoszacharidokat. Azok a fehérjék, amelyek immunvalaszt

valtanak ki a fertdzés korai szakaszaban, hatékony hordozd
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csoportként mikodhetnek a fertézések elleni rezisztencia
indukalaséanal.

Az oligoszacharidok hordozécsoportokhoz vald konjuga-
lasanak eszkdzei is fejlesztheték. Szamos eljaras és Osz-
szekotd csoport all rendelkezésre, amelyekkel megkdnnyit-
hetjik a szénhidratok hordozémolekuldkhoz valdé konjugala-
sdt a fentiek szerint.

Példak

A taladlmanyt részletesebben ismertetjiik az alabbi pél-
dakban, amelyek semmilyen tekintetben nem korlatozzak a

taldlmany oltalmi korét vagy tartalméat.

1. példa

Véddboltas Fasciola ellen

Annak meghatarozasahoz, hogy Fasciola hepatica képes-e
a gazdaszervezet immunvalaszait elkerilni az IgM-re adott

valasz korlatozéasaval, eldszor az antitest termelést vizs-
galtuk.

Lipoglikan izolalas

Egy parazitdk elleni vakcina el6&llitdsadra hasznos
lipoglikan izolaléasa céljabdél felnétt F. hepatica példa-
nyokat dolgoztunk fel szokadsos eljardsokkal a béltartalom
eltdvolitasa céljabdél [Lung és munkatdrsai: J. Parasitol,
63, 1046-1049 (1977)], majd gyorsfagyasztast végeztiink. A
gazdaszervezetbdl wvald begylijtés utadn kozvetleniil a fel-
nétt mételyeket steril foszfatpufferes sdboldat (pH = 7,2)
feleslegével mostuk mintegy 37-38 °C hémérsékleten 30 per-

cen at, majd egy masodik mosast végeztiink ugyanebben az
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oldatban 20 percen at. A feliileti kiiltakaréval rendelkezd
kizsigerelt F. hepatica tetemet el8szdér a feliileti bd&rré-—
teg lipidmentesitésére izopropanol és hexan 2:3 térfogat-
aranyu elegyével kezeltiik, ahogyan azt Radin (lasd fent)
ismertette, majd extrahdlast végeztink E olddészerrel Turco
é€s munkatdarsai szerint (lasd fent). Az extraktumot szaraz
nitrogéngaz aramban szaritottuk és egy maradékot kaptunk.

Egy kiuldn kisérletben meghataroztuk, hogy egy kloro-
form, metanol és viz 1,0:1,0:0,3 térfogataranyu elegyével
végzett extrakcidé Turco és munkatdrsai szerint (lasd fent)
az izopropanol és hexdn elegyével végzett extrakcidé he-
lyett ugyanugy haszndlhaté-e a feliilet lipidmentesitésére,
a lipoglikan extrahdlédsa céljabdél az E oldészerrel végzett
kezelés elétt.

Az E oldbészer maradékdt 40 mM amménium-hidroxid-
—oldatban ujra szuszpendaltunk és analizaltuk: 1) az
orcinol-kénsav eljaras alkalmazasaval, ahogyan azt White
és munkatarsai médositottdk [lasd: Oligosaccharides, 2.
fejezet, Carbohydrate Analysis, A practical approach
(Chaplin és munkatdrsai, szerkeszték), IRL Press, Oxford,
3. oldal (1996)]; és 2) a mikro Lowry mdédszer Peterson-
-féle mbdositasaval a proteinek mennyiségi meghatarozasara
[yamato és munkatarsai: Lipid, 5, 442 (1970)] kereskedelmi
forgalomban kaphaté kit alkalmazdsaval (Sigma, katalégus-
szam P5656). Ezek az elemzések azt mutattak, hogy az E ol-
dészeres extraktum mintegy 0,5 mg szénhidratot tartalma-
zott a szOvet 1 g-jara vonatkoztatva. Nyomnyi mennyiségi

proteint mutattunk ki.



-25_ »

Az E oldbészeres maradékot tovabb tisztitottuk
gélsziréssel, egy Sepharose Cl1-4B oszlopon (Pharmacia). A
CL-4B oszlopot (2,5 x 40 cm) 40 mM amménium-hidroxidot és
1 mM EDTA-t tartalmazé oldattal eludltuk, és figyelemmel
kisértik minden frakcid ODsgo—es (az optikai slrilség 490
nm-en végzett) leolvasasat. A 12.-33. csucsfrakcidét egye-
sitettiik és hidrofdéb oktil Sepharose oszlopra vittiik fel,
amelyet 0,1 M ammbénium-acetatot és 5% n-propanolt tartal-
mazbé oldattal ekvilibraltunk. Az oktil Sepharose oszlopot
(Pharmacia) n-propanollal eludltuk (5%-té6l 60%-ig terjedd
gradienssel), és ismét figyeltilk az OD4ygo—-et. A fenti izo-
lalasi eljaras tovabbi részleteit megtaldljuk az alébbi
szakirodalmi helyen: Shing és munkatadrsai: J. Biol. Chen.,
269, 21972-21982 (1994). Az oktil Sepharose oszloprdél a

csucs frakcidkban lejoévd lipoglikant metanolos kicsapéassal

izolaltuk.

Lipoglikan szerkezet

Az F. hepatica lipoglikdn méretének felméréséhez az
izolalt lipogliként redukaldé SDS-PAGE eljarasnak vetettiik
ald egy 12%-os gélen. A gélen a szénhidrat savokat
perjbédsav-Schiff reagens alkalmazdsaval hivtuk eld, amely
kis kozonként elhelyezked6 savokat tett lathatdédva mintegy
180 kD-nak megfeleld mérettartomanyban. A gél Coomassie
kékkel vald festése nem mutatott ki proteint az izoléalt
lipoglikan prepar&tumban.

A lipoglikdn monoszacharid-osszetételének meghatéroza-
sdhoz a prepardtumot enyhe savas hidrolizisnek vetettiik

ald inkubdléssal. Mintegy 225 upug lipoglikant kezeltiink 2
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ml 2,5 M trifluor-ecetsavval 100 °C hémérsékleten 3 6ran
at (Singh, Mol. Biochem. Parasitol., 57, 281-294 (1993).
Ez a kezelés nem specifikusan hasitja a glikozid kétéseket
a lipoglikan szénhidrogén komponensében. A kapott
monoszacharidokat ezutédn pulzdldé amperometrias detektorral
felszerelt nagyhatékonysdgl anioncseréld® rendszerben ele-
meztik (Dionex, Inc.,‘Sunnyvale, CA), ahogyan azt Hardy és
munkatirsai ismertették [Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 85,
3289-3293 (1988)]. A lipoglikdn mintdkat 2,5 M trifluor-
-ecetsav alkalmazasaval hidrolizdltuk a fentiek szerint
13x100 mm-es csavaros tetejld Pyrex csdvekben. A tetdket
teflon tomitéssel lezartuk. A csOveket hiitottik és a savat
forgd beparldokésziilléken mintegy 40 °C-on eltavolitottuk. A
mintakat ezutdn 15 mM natrium-hidroxid-oldatban oldottuk
és Carbopac-PAl oszlopra vittilk fel 15 mM natrium-hid-
roxidot alkalmazva eluensként. A monoszacharid-dsszetételt
pulzaldé amperometrias detektorral felszerelt nagyhatékony-
sdgu anioncseréld kromatografia alkalmazasaval hataroztuk
meg (Dionex Corp., Sunnyvale, CA). Az egyes monoszacha-
ridokat ugy hatédroztuk meg, hogy &sszehasonlitottuk a ki-
sérleti retencidés idéket a Sigma cégb8l beszerzett, hason-
lbéan kezelt monoszacharid kontrollok retencits idejével. A
mélaranyokat az egyes cukroknak megfeleld kromatografias
csucsok alatti teriiletek integrdldsa alapjan hataroztuk
meqg.

Az elemzés azt mutatta, hogy a 1lipoglikan fukézt,
galaktézamint, gliikézamint, galaktézt, gliikézt és manndzt

tartalmazott 1,0:4,0:9,0:4,0:1,0:3,8 aranyban.
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A lipoglikédnban 1évé terminadlis monoszacharidok azono-
sitésat ugy veégeztik, hogy a lipoglikant B-galaktozidaz-
zal, o-fukozidazzal és a-mannozidézzal (Oxford Biosystems)
emésztettik. A felszabadulé monoszacharidokat nagyhaté-
konysagui anioncseréld rendszerben azonositottuk a fentiek
szerint. Az emésztés azt mutatta, hogy termindlis B-
-1,4-kapcsolt galaktdz, termindlis a-fukdéz és terminalis
o-mannéz maradékok voltak a liglikan Osszetevdi. A B-1,4-
-galaktdéz kapcsolast lektin kotéssel igazoltuk.

A B-1,4-galaktdéz kapcsoldédast immobilizalt ricinus
lektin alkalmazésaval igazoltuk. Galaktdéz oxidaz/NaB[*H),-
-gyel radiojelzett 1lipoglikant vittiik fel egy Ricinus
communis agglutinin-1 (RCA-1) oszlopra (1x2 cm). Az RCA-1
lektin kovalensen kotédott egy 7,4-es pH-értéki PBS-sel
ekvilibralt agardéz gyongyhdéz (EY Laboratories Inc.). A
toltott oszlopot el8szér PBS-sel, majd 0,2 M laktdzzal
mostuk. Az oszlop ©blitésére 0,1% Triton X-100-at tartal-
mazé PBS-t hasznaltunk. 1,2 ml-es frakciékat gyjtéttiink,
és mértik a radioaktivitédsokat. A lipoglikadn (LG) fennma-
radt az oszlopon, és csak a laktdézt tartalmazd oldattal
jott le, ami igazolta a B-1,4-galaktdéz kapcsolddas jelen-
létét.

Ezek az adatok azt mutattdk, hogy az F. hepatica
lipoglikdn szénhidrat Osszetevdje kiilonbdz8 terminalis
monoszacharidokat tartalmazé eldgazd poliszacharidot tar-
talmaz.

Meghataroztuk a 1lipoglikédn foszfortartalmat is. A

lipoglikant perklérsavas emésztésnek vetettiik ala, majd
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Barlett szerint elemeztiik [lasd: J. Biol. Chem., 234, 466-
-468 (1959)].

Fasciola és Schistosoma LG-ben 1levé foszfortartalom
detektdladsdra a Fiske és munkatarsai 4altal ismertetett
médszer [J. Biol. Chem., 66, 375 (1925)] Barlett és munka-
tarsai altal médositott valtozaténak [J. Biol. Chem., 234,
466-468 (1959)] egy mikroadaptalt valtozatat hasznaltuk.
Ebben az eljarasban szaritott parazita LG-t oldottunk 100
pl 10 N kénsavoldatban, és 3 o6radn at 160 °C hdmérsékleten
melegitettiik. Minden ezt kovetd reagenst a Barlett és mun-
katarsai (lasd fent) &ltal Jjelzett térfogat vagy tomeg
1/5-6d részében adtuk hozza. Az eredményeket 830 nm-en ol-
vastuk le, és a foszfortartalmat natrium-dihidrogén-
-foszfat alkalmazasaval felvett standard gérbe alapjan ha-
taroztuk megq.

200 pg szaritott métely LG-t hasznaltunk a mennyiségi
foszfat-meghatarozasi eljarasban [Barlett és munkatarsai,
lasd fent]. A kisérlet azt mutatta, hogy 200 femtogramm
métely LG mintegy 0,1 femtogramm foszfort tartalmazott.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy szamos foszformara-
dék van jelen minden métely LG molekulaban, de a molekula
glikdn része nem tartalmaz ismétldédé foszfodiészter-cso-
portokat, mint a protozoadk LG-je. A protozoa LG-ben a cu-
korcsoportok kozott levd foszfodiészter kotések nagyfoku
labilitast kolcsoéndznek ezeknek a molekuldknak enyhén sa-
vas korilmények kozott. A protozoa LG-ben a foszfor és a
szénhidrat aranya mintegy 1:3 (Singh és munkatarsai: J.

Biol. Chem., 269, 21972-21982 (1994)].
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Az a megallapitds, hogy a métely LG nem kiildndsebben
hajlamos enyhe savas hidrolizisre, és hogy a foszfor szén-
hidrogénhez viszonyitott aradnya ebben a molekuldban szin-
tén alacsony, arra utal, hogy a métely LG nem tartalmaz
foszfodiészter kotéseket a szénhidratcsoportok kozott. Ez
a megdllapitas O©Osszeegyeztetheté a masik kisérlettel,
amelyben azt talaltuk, hogy a lipoglikdn nem degradalddott
enyhén savas hidrolizis (40 mM trifluor-ecetsavval) vagy
salétromos savas dezamindlas soran.

Vizsgaltuk azt is, hogy az inozit Osszetevdje volt-e
az F. hepatica lipoglikanjanak, ezdltal utalva arra, hogy
a lipoglikédn glikozilfoszfatidilinozithoz (GPI-hez) kotott
molekulaként létezik a felnétt féreg feliiletén. A lipogli-
kant ’H-val jelodltiik szokasos eljarasokkal, majd foszfoli-
paz C-vel kezeltik (Oxford GlycoSystems, Inc., Rosedale,
NY) az inozit maradékok eltdvolitasdra, ha egyaltaldn je-
len vannak. A °H-jelzett LG-t ugy allitottuk elé, hogy az
elézb6leg galaktdézoxidazzal (Boehringer Mannheim
Biochemica) kezelt LG molekulat NaB[’H];-gyel (New England
Nuclear) [Gahmber és munkatarsai: J. Biol. Chem., 248,
4311-4317 (1973)] redukaltuk. A digeralt anyagot és a nem
digeralt Jelzett kontroll 1lipoglikant kiilon-kiilén egy
fenil-Sepharose oszlopra vittik fel (Pharmacia), majd
0,1 M esetsavat és 0,1 M natrium-kloridot tartalmazd vizes
oldattal, és kiilon E olddészerrel eludltuk. A digeréalt min-
tabdél szarmazdé radio-jelzett anyag a vizes eluenssel
eludldédott, mig a kontroll mintabél szarmazdé anyag csak a

szerves eluenssel elualdédott. A vizes fazissal elualsédo
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radiojelzett anyagrél géaz/folyadékkromatografias eljaras-
sal [Singh és munkatdrsai: J. Biol. Chem., 269, 21972-
-21982 (1994); és Singh, Mol. Biochem. Parasitol, 57,

281-294 (1993)] igazoltuk, hogy inozit.

F. hepatica vakcina készitmény

Annak a meghatéarozasahoz, hogy az izolalt F. hepatica
lipoglikanbél szarmazdé oligoszacharidok hatékony immuno-
génként szolgdlhatnak-e, a 1lipoglikadnt enyhe trifluor-
acetolizisnek és 2-(4-aminofenil)-etil-aminnal végzett
szarmazékképzésnek vetettiik ald (lasd Semprevivo, fent). A
szarmazékolt kdztiterméket ezutdn BSA-hoz kapcsoltuk
oligoszacharid/BSA konjugadtum el&allitasa céljabol (lasd
Semprevivo, fent).

Az izolalt oligoszacharid/BSA konjugatumot SDS—-PAGE és
Western blot eljarassal vizsgaltuk. A konjugalas eldétt egy
BSA kontroll minta mintegy 67 000 dalton molekulatdmeggel
rendelkezett, és immunoldégiailag detektdlhaté volt keres-
kedelmileg kaphaté anti-BSA antitesttel. A konjugatum
azonban a gélben nagyobb mobilitadst mutatott, és nem volt
detektalhaté F. hepatica-fertdzoétt patkadnybdl szarmazod
szérum antitestekkel, valamint BSA elleni antitestekkel,
ahogyan azt vartuk.

Maltotridézt (Sigma, kataldégusszém: M 8378) konjugal-
tunk BSA-hoz a fenti eljarast kovetve negativ kontroll
konjugatum elS4llitdsa céljabdl.

Az F. hepatica vakcina készitményt teljessé tettik a
lipoglikan oligoszacharid konjugadtum aluminium-hidroxid

géllel (Malox) vald elegyitésével. Az aluminium-hidroxid
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gél egy alkalmas adjuvans emberekben vald alkalmazasra, és

gyakran alum néven emlitik.

Egy ragcsald modell validalasa

Az alabbiakban ismertetett oltasi kisérletre pozitiv
kontroll kisérletként Othetes him Wistar patka&nyokat oréa-
lisan beoltottuk 10 F. hepatica metacercaria-val, majd 7
héttel késédbb 20 metacercaria-val kihivtuk, és a kihivas
utan 1 héttel vért vettiink. Minden F. hepatica-val fertdé-
zo0tt patkanybdl immunszérumot nyertiink ki (a mébdszert 1lasd
Hanna, fent). Szérumokat nyertiink ki F. hepatica-val fer-
tézott patkanyokbdl, egerekbdl, juhokbdl és szarvasmarhdk-
bél is.

Az egyes szérummintakban levé antitestek osztélyat in-
direkt immunfluoreszcens vizsgadlattal hatdroztuk meg. A
vizsgalat célpontja az él16 F. hepatica NEJ volt. Az NEJ-t
elegyitettilk mindegyik szérummintdval, hogy lehetdévé te-
gylik a szérum antitestek és az NEJ kozotti kotés kialaku-
lasat. A szérum antitesthez kotott NEJ-t azutédn kecske
fluoreszcein-jelzett IgM-specifikus vagy IgG-specifikus
szekunder antitestekkel (Kirkegaard & Perry Laboratories,
Inc., Gaithersburg, MD) inkubédltuk. A szekunder antitest
megfelelt annak a relevdns fajnak, amelybdl a szérumot el-
kiilonitették. A szekunder antitestek higitdsai mintegy
1:200 és 1:300 kozottiek voltak. A szekunder antitesttel
valé inkubdlds utan az NEJ-ket fluoreszcens mikroszkép
alatt vizsgaltuk. Intenziv fluoreszcenciat figyeltiink meg
az IgM-specifikus szekunder antitestekkel kezelt NEJ-ken,

azonban az IgG-specifikus szekunder antitestekkel kezelt
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NEJ-ken nem figyeltink meg fluoreszcenciat. Ez az eredmény
azt mutatta, hogy a vart mébdon az F. hepatica-val ferté-
zott emldsok képtelenek voltak T-sejt-filggé immunvalasz
létrehozéasara, amely a joétékony hatdasu IgG antitestek ter-

melédését indukalna.

Ragcsaldék beoltasa

A beoltédsi kisérlethez érett néstény patkényokat
(Wistar fajta, Charles River Laboratories) és érett him
egereket (CDl1 fajta, Charles River Laboratories) oltottunk
be oligoszacharid és maltotridéz konjugatumokkal. A patka-
nyonkénti dézis 40 pg konjugatum volt 0,4 ml alumban. Az
egerenkénti dézis 20 ug konjugadtum volt 0,2 ml alumban.
Egyes &llatokat csak alummal oltottunk be, tovébbi negativ
kontrollként. A vizsgalatban 15 egeret és 15 patkanyt
haszn&ltunk, ezek kozlil 5 patkdny és 5 egér kapott
lipoglikan oligoszacharid/BSA konjugatumot, 5 patkdny és 5
egér kapott maltotridéz/BSA konjugadtumot és 5 patkany és 5
egér kapott csak alumot. A beoltas utan 30 nappal az alla-
tok a kezdeti beoltastédl fiiggéen 0,1 ml alumban elkevert 5
pg konjugadtumot tartalmazé homoldg erdsitét vagy alumot
kaptak. Minden A&llattél szérumot gyljtottink a beoltést

megeldz8 napon és 40 nappal a beoltéds utan.

Beoltott ragcsalék kihivasa

Egészséges F. hepatica metacercaria-kat valogattunk
bonctani mikroszkdép alatt a beoltott &llatok kdvetkezetes
kihivé fertdzésének biztositédsadra. Csak azokat a meta-
cercarialis cisztédkat (betokozott késéi larvakat) valasz-

tottuk ki a kihivashoz, amelyek meghatarozott belsé morfo-
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l6giaval rendelkeztek életképes larvakra utalva. 40 nappal
a beoltéds utadn minden &llatot oralisan fertdztink, egerek
esetén 3, patkadnyok esetén 5, F. hepatica meta-
cercaria-val. A fertdzés utan 30 nappal az allatokat elal-
tattuk és felboncoltuk. Minden allatbdél kimetszettiik a ma-
jat, és bonctani mikroszkép alatt vizualis megfigyeléssel
vizsgaltuk é16 férgekre, és a férgek altal indukalt beteg-
ségek, példaul majgyulladds vagy maj nekrodzis jeleire. Az
alumot vagy maltotridzt kapd negativ kontroll egerek maja-
iban atlagosan 2,4 laposféreg volt m&janként, és gyulladas
és nekrdézis volt megfigyelhetd. Az F. hepatica lipoglikan
oligoszacharid/BSA konjugatumot kapd egerek majaiban nem
talaltunk férgeket, sem gyulladast, sem nekrdzist. Hasonld
eredményeket kaptunk patkanyokban is azzal a kildénbséggel,
hogy a negativ kontroll patkédnyok méajaiban atlagosan 4,6
laposféreg volt majanként. Nem taladltunk férgeket az F.
hepatica lipoglikan oligoszacharid/BSA konjugadtummal ol-
tott patkéanyok majaiban.

Annak a meger{sitésére, hogy az immunogenicitas a
lipoglikdn oligoszacharid/BSA konjugatumnak volt tulajdo-
nithaté, kontroll beoltasok sorozatat hajtottuk végre a
fentiek szerint, azzal a kiildnbséggel, hogy a vakcina ké-
szitmények 1izolalt lipogliként,A lipoglikdn oligoszacha-
ridokat wvagy 1lipoglikdn oligoszacharid/BSA konjugatumot
tartalmaztak, amelyet perjodattal kezeltiink a komplex
szénhidratok monoszacharid egységekre vald roncsolasa cél-
jabdél. Ismert volt, hogy a perjodatos kezelés alatt a

glikolcsoportokat tartalmazéd szénhidrat maradékok



dialdehidekké oxidaldédnak, de ha hdrom szomszédos szénatom
mindegyike tartalmaz hidroxilcsoportot, hangyasav képzd&dik
a cukorgylirik nyiladsaibél, ezaltal elromlik a cukrok kon-
figuracidja.

Azok a patkényok, amelyek ezeket a vakcina készitmé-
nyeket kaptadk a fentiekben ismertetett mdéddon, sohasem val-
tak védetté F. hepatica kihivas ellen. Ez az eredmény azt
mutatta, hogy (1) a lipoglikan onmagédban nem képes
protektiv immunvalasz kivaltasara; (2) a lipoglikanbél
szarmazd oligoszacharidok 6nmagukban nem képesek protektiv
immunvalasz kivaltasara, és (3) az oligoszacharid/BSA
konjugatum altal biztositott protektiv immunvalasz fiigg az

oligoszacharidok Osszetett szerkezetétdl.

Beoltott patkanyokbdl szarmazd szérumok kiértékelése

F. hepatica oligoszacharid/BSA konjugatum wvakcinaval
beoltott patkanyokbdél szarmazdé szérumokat vizsgaltunk in
vitro él16 férgekkel vald reagalasuk és/vagy oléképességqiik
szempontjabdél. Célpontként F. hepatica NEJ-ket vagy fertd-
zés utan 30 nappal egerekbdl izolalt majmételyeket hasz-
naltunk.

A reaktivitas meghatarozasahoz indirekt immuno-
fluoreszcenciat alkalmaztunk a fentiekben ismertetett mo-
don. Osztalyozott méjmételyeket tenyésztettiink kilon-kiilon
5 napon &t 15% pre-immun patkdnyszérummal Kkiegészitett
~Medium 1997 (Sigma) tapkézegben. Az F. hepatica NEJ-ket
vagy 30 nappal a fertézés utdn levd médj mételyeket ezutan
kilén-kiloén inkubaltuk (1) egy higitatlan patkdny preimmun

szérumban; vagy (2) F. hepatica-val fertdzdtt patkanybdl,



egérb&él, szarvasmarhdbdél vagy Jjuhbdél izolalt szérumban;
vagy (3) maltotriéz/BSA konjugadtummal beoltott patkanyok-
bél szarmazé szérumokban; vagy (4) F. hepatica oligo-
szacharid/BSA konjugadtummal beoltott patkanyokbdél szarmazd
szérumokba. A szérumokat 100-1000-szeresen higitottuk a
kdozegben az F. hepatica férgekkel vald érintkezés eldtt.

A patkény preimmun szérumoknak vagy a maltotridz/BSA-
-val beoltott patkanyokbdél szarmazd szérumoknak kitett
NEJ-k egészségesnek és valtozatlannak tilintek. Az F.
hepatica-val fertézott adllatokbdl szadrmazd barmely szérum-—
ban inkub&lt NEJ-k lathaté feliileti csapadékokat mutattak,
amelyek az IgM antitest komplexekbd&l szarmaztak. Ezek a
szérumok bAar képesek voltak ilyen komplexek képzésére,
képtelenek voltak in vitro elpusztitani mind a NEJ-ket,
mind a 30 nappal fertdzés utani majmételyeket.

Ezzel szemben az oligoszacharid/BSA konjugatummal be-
oltott patkanyokbdl szarmazd szérum megdlte az F. hepatica
NEJ-ket és a 30 nappal a fertézés utani méjmételyeket. A
szérumok citopatikus hatasat igazoltak a férgek fizikai
jellemz&di is, Ugy mint a feltekeredés, a felliletiikon ho-
lyagok képzbédése, és a kiiltakard vesztesége. Az
ultrastrukturadlis hibak, példaul a hdélyagok detektalasara
optikai mikroszképokat hasznaltunk. Elektronmikroszkoépot
haszndltunk a kliltakardé veszteségének detektdladsara. Kri-
tikusan szemiigyre véve a férgek nem voltak életképesek
(azaz elpusztultak vagy haldokoltak) ezekkel a szérumokkal
valé inkubdlads utédn. Tehdt badr a protektiv F. hepatica

vakcina eredetileg csak felnétt férgekbdl izolalt oligo-
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szacharidokat tartalmazott, a beoltott Aallatokbdl szarmazéd
szérum a fiatal férgeket is elpusztitotta. Ez az eredmény
azt mutatta, hogy barmilyen humordlis immunvalaszt valtot-—
tunk ki az oligoszacharid/BSA konjugatummal, a kivaltott
valasz hatéasos volt mind fiatal, mind felndtt életszakasz-
ban levé férgek esetén.

Annak igazolasara, hogy a szérum in vitro 618képessége
inkdbb a komplex oligoszacharid szerkezetekre specifikus
antitestektdl, semmint az egyetlen monoszacharid egységhez
kotéd6 antitesttd8l fiiggdtt, az alabbi kisérletet hajtottuk
végre. Az F. hepatica lipoglikanijanak szénhidratjait egye-
di monoszacharid egységekre redukdltuk a fentiek szerint.
A monoszacharidokat ezutdn a szérum/féreg inkubaciékhoz
adtuk 100 pM monoszacharid koncentracié eléréséig. A szé-
rum férgeket 616 képessége nem valtozott, ami azt jelenti,
hogy az &6l8aktivitds nem a féreg felilletén levd egyszerii
monoszacharid egységekhez ko6t8d8 antitesttdl ered.

A beoltott patkéanyokbdl szarmazd szérumokban levd an-
titestek osztdlyait a fentiek szerint hataroztuk meg. Az
eredmények azt mutattdk, hogy ezekben a szérumokban IgG

antitestek voltak tulnyom6é tébbségben, nem pedig a DGM

antitestek.

Hosszutava védelem

Annak a meghatarozasara, hogy az oligoszacharid/BSA
konjugatum vakcina hosszutavi védelmet nyujt-e, szérumokat
gylijtottink 5 beoltott patkanybdl 3 éven &t. Minden széru-
mot vizsgaltuk F. hepatica NEJ-kkel szemben a fentiek sze-

rint. Az Ol&kapacitds és a szérum reaktivitasa nem csok-
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kent 3 év alatt. A beoltott patkanyok tovabbad nem mutattak
rovidebb élettartamot, és egészségesnek tilintek ugyanezen
idészak alatt, amely a vakcinAval kapcsolatos kis toxici-

tdsadra vagy a toxicitas hiadnyara utal.

Keresztvédelem

Annak a vizsgalatara, hogy az F. hepatica lipoglikan-
b6l szarmazd oligoszacharid/BSA konjugatum képes-e ke-
resztvédelmet nyujtani més fajok ellen, beoltott patka-
nyokbdl szarmazd szérumot vizsgaltunk fiatal Fasciola
magna férgekkel szemben ugy, ahogyan azt a fentiekben F.
hepatica férgeknél ismertettilk. A Dbeoltott patkéanybdl
szarmazd szérummal kezelt F. magna fiatal laposférgek fel-
tekeredtek, és néhany napon belill elpusztultak. A kontroll
szérum (azaz maltotridz/BSA konjugdtummal beoltott patka-
nyokbdél szarmazdé szérum) nem befolydsolta az F. magna
életképességét. Ezek az eredmények azt mutattdk, hogy az
F. hepatica 1ligoklikdn oligoszacharid/BSA konjugatumot
tartalmazé vakcina készitmények képesek kereszt-protektiv
immunitds kivaltasara olyan fajokban is, amelyek eltérnek
azoktdl, amelyekb&él a lipoglikan ered.

Azt is megfigyeltiik, hogy a beoltott patkanyok széru-
maiban taldlhatdé IgG antitestek képesek voltak kotdédni
Schistosoma mansoni laposféreg feliletén taldlhatd izolalt
lipoglikdn molekulahoz (ezt az aldbbiakban a 2. példaban
ismertetjik), ahogyan azt a Western blottolas mutatja. Ez
arra utal, hogy a keresztvédelem mértéke elég széles ah-
hoz, hogy magadban foglaljon egy eltérd nembdl (genus)

szdrmaz6 laposféreg elleni védelmet is.
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Az 1. példaban ismertetett eredmények ésszerli alapot
szolgaltattak arra, hogy feltételezziik, hogy egy fentiek
szerint készitett F. hepatica vakcina a testtémeggel ara-
nyos mennyiségben beadva védelmet nydjt héaztaji &llatok-
nak, példadul szarvasmarhanak egy uj produktiv F. hepatica
fertdzéssel vagy mas férgektdl eredd fertdzéssel szemben.
Ezek az eredmények tovabba azt jelezték, hogyha a fenti
vakcina képes lenne IgG valasz indukdlasara eqgy mar fertd-
zo6tt szarvasmarhaban, egy ilyen szarvasmarha lekiizdhet egy

mar fenndlld produktiv fertdzést.

2. példa

Védd vakcina Schistosoma ellen

Annak meghatdarozasara, hogy az 1. példdban ismertetett
vakcina stratégia haszndlhatbé-e mas, kevésbé rokon lapos-
férgekre, lipoglikant izolaltunk Schistosoma mansoni-bbél
az 1. példédban ismertetett eljaras alkalmazasaval. Egy kii-
16n kisérletben megfigyeltiik, hogy az izopropanol/hexan
extrakcié kloroform, metanol és viz elegyével végzett
extrakcioval vald helyettesitése, ahogyan azt Turco és
munkatdrsa ismertették (lasd fent) az izolalasi eljarasban
nem hasznalhaté S. mansoni lipoglikadn izoldlaséara. Ezt a
lipoglikant mintegy 180 kD-ra becsiiltik redukaldé SDS-PAGE
vizsgdlattal, és egyetlen savként futott az SDS-PAGE gé-
len. Az S. mansoni lipoglikdn izolatum mentes volt méas
perjédsav-Schiff specieszektdl, és mentes volt barmiféle
detektalhaté proteintdl is.

Az S. mansoni lipoglikan szénhidrat komponensének

monoszacharid elemzését az 1. példdban ismertetett mdédon



hajtottuk végre. Ezeket az eredményeket azutan &sszehason-
litottuk a gazkromatografias és tomegspektrometrids szén-—
hidrat elemzéssel. Az elemzés azt mutatta, hogy a
lipoglikan fukézt tartalmazott, és hogy a lipoglikdn min-
den fukbéz maradékra 4 galaktdé6zamin maradékot, 3,1 glikdz-
amin maradékot, 1,84 galaktdéz maradékot, 1,84 gliikdébz mara-
dékot, 1,45 ramndéz maradékot és 2,17 manndéz maradékot tar-
talmazott.

Az S. mansonl lipoglikanbél digerdltuk az oligoszacha-
ridokat, és BSA-val konjugdltuk az 1. példadban ismertetett
médon. Az oligoszacharidokat tovabbad tetanusz toxoiddal
mint hordozdanyaggal konjugaltuk (SSI-TetanexTox; Accurate
Chemical and Scientific Corp.) az 1. példaban a BSA konju-
galasara ismertetett eljaras alkalmazasaval. Az oligo-
szacharid konjugatumokat tartalmazdé vakcina készitményeket
a kordbban ismertetett médon allitottuk elé. Kontrollokat
készitettiink ugy, hogy csak BSA-t kevertiink alummal, vagy
csak tetanusz-toxoidot kevertink alummal.

Kezdetben az egerekbe vakcinat és kontroll készitmé-
nyeket injektaltunk az 1. példaban megadott mennyiségek-
ben. A kezdeti beoltas utan 28 nappal egy erésitdét adtunk
be az 1. példidban ismertetett mdédon. A kezdeti beoltés
utan 30 nappal az egereket S. mansoni cercariakkal kihiv-
tuk. Azokat az egereket, amelyeket tetanusz toxoiddal kon-
jugalt felndétt lipoglikan oligoszachariddal immunizaltunk,
egerenként 200 cercariaval hivtunk ki. Azokat az egereket,
amelyeket BSA-val konjugalt felnétt 1lipoglikdn oligo-

szachariddal immunizaltunk, egerenként 100 cercariaval
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hivtuk ki. Az egyenként 5 4&llatbél &llé 4 &allatcsoport
rendre BSA-t, oligoszacharid/BSA konjugdtumot, tetanusz
toxoidot wvagy oligoszacharid/tetanusz toxoid konjugatumot
kapott.

6 nappal a kihivas utan az egereket elaltattuk és bon-
coltuk. Minden &llat tiidejét eltavolitottuk és a férgeket
megszamoltuk és megvizsgaltuk. A BSA-t kapd egerek tideje
atlagosan allatonként 20,2 férget tartalmazott, mig az
oligoszacharid/BSA konjugatummal kezelt egerek tideje &t-
lagosan allatonként 5,5 férget tartalmazott. A férgek sza-
manak ennél a 73%-os csokkenésénél még fontosabb az a meg-
figyelés, hogy a beoltott egerek tiudejében talalt férgek
mindegyike elpusztult vagy haldoklott, mig a kontroll ege-
rek tidejében taladlt férgek egészségesek és mozgékonyak
voltak.

A tetanusz toxoiddal kezelt egerek tideje atlagosan
dllatonként 30,9 férget tartalmazott, mig az oligoszacha-
rid/tetanusz toxoid konjugdtummal kezelt egerek tldeje at-
lagosan allatonként 3,9 férget tartalmazott. A férgek sza-
manak 88%-0s csdokkenésén tulmenden itt is még fontosabb az
a megfigyelés, hogy a beoltott egerek tilidejében talalt
férgek mindegyike elpuSztult vagy haldoklott, mig a kont-
roll egerek tiidejében talalt férgek egészségesek és mozgé-
konyak voltak. A tetanusz toxoid hordozdéként vald alkalma-
zadsa azt mutatta, hogy a vakcina készitmény tartalmazhat

kulénféle hordozdé molekuldkkal konjugdlt oligoszacha-

ridokat.



Annak az ismételt megerdsitésére, hogy az S. mansoni
lipoglikéan oligoszacharid/tetanusz toxoid konjugatum
protektiv immunvalaszt biztosit, egy masodik Dbeolta-
si/kihivadsi kisérletet hajtottunk végre kdzvetlenil az
el&dbbiekben ismertetett eljaras alkalmazasaval. Ebben a
masodik kisérletben a férgek szamanak csdkkenése 89% volt,
ezzel igazoltuk, hogy a vakcina &ltal kivaltott protektiv
immunitas reprodukalhatd kiilénalld kisérletekben.

Vizsgaltuk az S. mansoni-val térténé kihivas utadn a
beoltott &llatok tulélését és egészségi allapotat a be nem
oltott &llatokkal szemben. 5 egeret oltottunk be lipogli-
k&n/tetanusz toxoid konjugatum vakcindval a fentiekben is-
mertetett protokoll alkalmazasaval. Masik 5 egér be nem
oltott kontrollként szolgdlt. A vakcindlt egereket egyszer
a kezdeti beoltds utan 28 nappal megerdsitettiik, és mind a
10 egeret perkutdn fert&zdSképes cercaridval hivtunk ki 93
nappal a beoltéas utén.

Minden &llatnal meghatdroztuk (ha bedllt) a haldokld
dllapotig eltelt id&ét. Az egereket naponta megfigyeltiik
dltaldnos megjelenés és Aallapot szempontjdbdél. A fertdzés
utdni 50. napon minden be nem oltott A&4llat letargiaval
volt jellemezhetd, vagy mas mdédon tilnt betegnek. A kont-
roll csoportbdél egy egér elpusztult a fertdzés utani 55.
napon, egy masik pedig a fertézés utadni 57. napon. A meg-
maraddé 3 egér nyilvanvaldan haldoklott a fertdzés utani
58. napon, és elaltattuk &Sket a tovabbi szenvedés elkerii-
lésére. Boncolaskor minden kontroll egérnél azt taldltuk,

hogy mdjuk sulyos parazita pete terheléssel rendelkezik.
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A beoltott egerek azonban életben voltak, és nem mu-
tattdk betegség jeleit 101 nappal a kihivas utan. Ezek az
eredmények azt mutattdk, hogy ezek a beoltott egerek nem
szenvedtek a tomeges parazita petelerakassal kapcsolatos
patoldgiai hatasoktdl, alatamasztva azt a kovetkeztetést,
hogy a kihivdé parazita terhelés elpusztult és/vagy megaka-
dalyozdédott annak sikeres petelerakésa.

Tehdt a védelmet igazoltuk a beoltott &llatokban levd
férgek szamanak dramai mértékli csdkkenésével, valamint az
S. mansoni fertézés &altal jellegzetesen kivaltott megfi-
gyelhet$ tiinetek - ideértve a halalt is - elkerilésével.
Tovabba a beoltott 4allatokbdl izolalt férgek mindegyike
elpusztult vagy haldoklott (azaz nem volt életképes).

Ezek az eredmények az 1. példa eredményeivel kombinal-
va azt jelezték, hogy egy masodik (BSA konjugatum) és egy
harmadik (tetanusz konjugatum) véd&doltas is kifejleszthetd
lenne 1laposférgek ellen. Mivel a szakteriileten Jjartas
szakember szamadra ismert, hogy a schistosome fertdzés egér
dllatkisérleti modellje ésszerdi mértékben eldreladthatédva
teszi az emberek esetén mutatott hatékonysagot, az ebben
példdban ismertetett eredmények szintén ésszerl alapot
szolgaltatnak arra a kovetkeztetésre, hogy az itt ismerte-
tett S. mansoni vakcina a testtomeggel aranyosan beadva

embereket 1s megvédene schistosome fertézésektbl (azaz

schistosomiasistél) .
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3. példa

Vakcinak protozodak ellen

Az 1. példaban ismertetett eljarast kovetve feliileti
lipoglikanokat izolaltunk Leishmania tropica, Trichomonas
vaginalis és Tritrichomonas foetus humadn protozoa
patogénekbdl.

Annak meghatarozasara, hogy ezekkel a protozoakkal
fertdzott egyének IgM vagy IgG antitest valaszt produkal-
tak-e, a protozoa lipoglikadnok mindegyikét mikrocellulédz
membranra régzitettik “dot blot” formaban. A lipoglikano-
kat ezutan az emlitett egyes protozoakkal fertézott egyé-
nekb&l szarmazdé szérumoknak tettiik ki olyan koérilmények
kozott, amelyek lehetdvé teszik, hogy a szérum antitestek
az immobilizalt lipoglikanokhoz kétdédjenek. 3 pl E oldé-
szerben oldott 2 pg lipogliként blottoltunk egy 3 mm atmé-
réjd, ko6r alaku polivinilidén-difluorid (PVDF) membranra
(BioRad, Hercules, CA). Az IgG vagy IgM lipoglikanokhoz
valdé kotddésének szintjét ezutan lugos foszfatazzal jel-
zett anti-human IgM vagy anti-humdn IgG antitest alkalma-
zasaval hataroztuk meg. A foszfatdz-konvertalt kromogén
reagens eldéhivasa utan megfigyeltiik, hogy az izolalt
lipoglikanokhoz kotddé szérum antitestek tilnyomé tébbség-
ben IgM-ek voltak. Tehat ezek a protozodk nem indukaltak
jétékony hatasti IgG valaszt, ahogyan ezt az 1. példaban
megfigyeltik az F. hepatica-val fertézott allatoknal.

5 egérbdl alldé csoportokat oltottunk be minden proto-
zoa LG konjugatum vakcinaval (20 femtogramm/egér) és szin-

tén 5 egérbdl alld6 mas csoportokat oltottunk be az izolalt
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LG-k mindegyikével (20 femtogramm/egér). Egyetlen 5 egér-
bé1 alléo csoportot oltottunk be csak BSA-val (20
femtogramm/egér) . 28 nappal kés6bb minden egérnek erdsitéd
oltast adtunk a kezdetben kapott anyagbél 10 femto-
grammmal. Az immunizadlas utani 27. és 35. napon szérumot
gydjtottink. Az izolalt LG-vel beoltott egerek gyakran nem
fejlesztettek ki specifikus antitest valaszt vagy gyenge
IgM valasszal rendelkeztek. Az LG oligoszacharid protein
konjugatum vakcindval immunizilt egerek tulnyoméd tobbség-
ben IgM valasszal rendelkeztek a 27. napon, de dominans
IgG valaszt mutattak a 35. napon. A BSA-val beoltott ege-
rek nem fejlesztettek ki anti-LG antitest valaszokat.

Ez az eredmény az 1. és 2. példadk eredményeinek fényé-
ben azt jelezte, hogy a laposférgek ellen védd immunitas-

hoz vezetd vakcina stratégia hasznos volt protozoadk eseté-

ben is.

Mas megvaldsitasi médok

Magatél értetdéds, hogy bar a taldlmanyt a részletes
leirasaval Osszhangban ismertettilk, az eldz8 ismertetés
szemléltetd célzatu, nem pedig a taldlmany oltalmi kérének
behatarolasara szolgdl; azt az igénypontok kdre hatarozza
meg. Mas aspektusok, eldénydk és mdédositdsok is a kdvetkezd
igénypontok oltalmi kérébe esnek.

Példaul a fentiekben ismertetett eljarasok alkalmazha-
tok mas laposférgekre is. Minden laposféreg - ideértve az
aspidobothreamokat, az ivartalanokat, az ivarosokat és a
galandférgeket - testtakardja egy kodz6s alapon strukturalt

[Mehlhorn és munkatdrsai: Parasitology in Focus, Facts and
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Trends, Springer Verlag, NY, 238-240. oldal (1988)]. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy minden parazita laposféreg el-
keriilheti az immun eliminacidét azdltal, hogy a feliilletén
lipoglikan boritassal rendelkezik. Az 1itt ismertetett ki-
tanitassal Osszhangban egy fehérje hordozéhoz kapcsolt
specifikus laposféreg felileti lipoglikén oligoszachari-
dokbdl felépililé vakcina protektiv immunvalaszt képes indu-
kdlni. Egy konjugadtum vagy anti-idiotipus eldallithatéd
kloroform eukaridta parazitdk specifikus LG-jére.

Tehat barmely eukaridéta parazita ellen védelem érhetd
el a taldlmdny szerinti készitményekkel. A taldlmany sze-
rinti készitmények 4ltal nyujtott védelemért felelds
eukaridéta parazitédk kozé tartoznak az alédbbiak: (1) ivaro-
san szaporoddé trematddak, amelyek sulyos patogének emberek
és hazidllatok szamara, és kozéjik tartoznak tobbek kozott
az alabbiak (Fasciolopsis buski, Dicrocoelium dendriticum,
Paragonimus westermani és Clonorchis sinensis); (2) ivar-
talanul szaporoddé laposféreqg parazitdk, amelyek halakat
fertéznek; és (3) cestoda (galandféreg) paraziték.

Kilonosen érdekes a vakcindk kifejlesztése Taenia
solium, Echinococcus granulosus, és Echinococcus
multilocularis ellen. A vakcina ezen parazitdk kozil az
elsd esetben emberekben, az utdbbi két esetben kutyafélék-
ben a felndétt allapotu férgek ellen hat.

Tobbek kozott a malédrai parazitdja egy masik olyan pa-
razita, amely ellen védelmet lehet nyujtani. Az Osszetett
szénhidratok gyakran T-independens tipusu 2 (TI-2) anti-

génként mikodnek. Az ilyen tipusu antigének T-independens



immunvalaszokat indukdlnak, amelyek immun memériaval nem
rendelkezd, késén kifejléds, elsédlegesen IgM tipusu vala-
szokat eredményeznek. A maladria jellegzetesen olyan immu-
nitast indukéal, amely tudl lassan fejl&dhet ki, az IgM an-
titestek szamanak novekedését foglalja magdban, és 1 éven
belil legyengiil, igy az aldozatot fogékonnya teszi uj fer-
tdzésre a kovetkezd évben. A jelen kitanitas alkalmazasa-
val meghatarozhatdé, hogy az emlds stadiumban levd malari-
aformak nagyobb szénhidrogénben gazdag glikokonjugatumai
k6ziil melyik indukéal elsésorban IgM vilaszokat. Ezutdn le-
hetséges ezeknek a glikokonjugatumoknak az oligoszacharid
alegységekre vald csokkentése. Az itt ismertetett eljara-
sok alkalmazasaval ezutdn az oligoszacharidokat konjugél-
hatjuk egy protein hordozéhoz, mint T-sejt dependens im-
munvalasz 1indukald eszkdzhdéz a specifikus szénhidratok
szamdra. A megkdzelités validdlasara beoltott 4&llatokat
hivhatunk ki fert&zéképes homoldég parazitakkal a vakcina
molekula protektiv kapacitdsdnak megallapitédsa céljabol.
Ez a megkOdzelités sikeres lesz az Apicomplexa csaladd min-
den tagja esetén; ezek kozé tartozik a maldria parazita
is.

Nematddak elleni protektiv immunvalaszok is produkal-
haték a talalmény szerinti készitményekkel. A nematddak
zsigerei egyetlen sejtsorral hatdroltak, amelyekben Golgi
testek és membranokhoz kétdétt zadrvanyok vannak. A zsigerek
a luminalis oldalukon egy amorf anyag lazan kotott rétegé-
vel védettek [Mehlhorn és munkatarsai: Parasitology in

Focus, Facts and Trends, 3. fejezet, Springer-Verlag, NY
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(1988)]. A helyzet emlékezfet a parazita laposférgek felii-
letére. Az itt ismertetett eljardsok alkalmazasaval a la-
zan kotott réteget alkotd anyagot izoldlhatjuk és felhasz-
nalhatjuk oligoszacharid konjugatum vakcindk el&allitasa-
ra. Az ilyen vakcindk hasznédlhaték a gazdaszervezetek be-
oltéasara ors6féreqg fertb6zések ellen, kiiloénoésen a
Trichostongylidae csaladba tartozdé férgek ellen, melyek a
haztadji 4llatdllomanyok sulyos kérokozdi.

Anti-idiotipus vakcindk is tartoznak a taldlmadny koré-
be. A taldlmany szerinti készitményekkel nagy té&madbereji
anti-LG monoklonalis antitestek termelése valik lehetdévé.
Ismert monoklonalis antitest (mAb) technoldédgia alkalmazha-
tdé nagymennyiségd anti-idiotipus (anti-id) el&allitéasara
egy bebizonyitott protektiv értékkel rendelkezd antitest V
régidéja (idiotipus) ellen szokdsos eljarasok alkalmazasa-
val. Egy specifikus antitest protektiv értéke megéllapit-
haté in vitro inkubdladsi eljarédsokkal, amelyekben él8 pa-
razitdkat szuszpendalunk antitest kiiloénbdz8é koncentra-
cidéival, és az iddben figyeljik a parazita életképességét.
A védettséget specifikus monoklondlisok fogékony gazda-
szervezetekbe vald passziv Aatvitelével mérjiik, majd ezt
kovetden kihivast végziink a homoldg fertézdképes parazita-
val, példaul ahogyan ebben a leiradsban ismertettiik. Az an-
titest €16 emlds gazdaszervezeteket megdld kapacitasa egy
mAb terapias vagy megelézé értékének legjobb bizonyitéka-
nak tekintheté. Ez az eljaras kilondsen relevans azokban a
helyzetekben, ahol egy adott eukariéta parazita LG-jét ne-

héz vagy draga megszerezni.
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Szabadalmi igénypontok

1. Kompozicidé, mely lipidcsoportot, egy vagy toébb fu-
kézcsoportot, fukdbdbzcsoportonként 3-5 galaktdzamincsopor-
tot, fukdbézcsoportonként 2-4 glukébézaminocsoportot, fu-
kézcsoportonként 1-2 galaktdzcsoportot, fukdézcsoportonként
1-2 gliukdézcsoportot, fukdzcsoportonként 1-2 ramndézcsopor-
tot és fukdézcsoportonként 1-3 manndzcsoportot tartalmazd
izolalt 1lipoglikanbdél kinyert oligoszacharidhoz kapcsolt
hordozécsoportbdél 4ll.

2. Kompozicidé, mely lipidcsoportot, egy vagy toébb fu-
kézcsoportot, fukdbzcsoportonként 3-5 galaktdzamincsopor-
tot, fukdézcsoportonként 7-11 gliikézaminocsoportot, fukdz-
csoportonként 3-5 galaktdézcsoportot, fukdézcsoportonként
1-2 glikdbdbzcsoportot, és fukdbdbzcsoportonként 3-5 manndzcso-
portot tartalmazdé 1izolalt 1lipoglikanbdél kinyert oligo-
szacharidhoz kapcsolt hordozécsoportbdl 4ll.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti kompozicié - ahol
a lipoglikadn egy eukaridta feliiletérdl szarmazik - al-
kalmazdsa gerincesben eukaridéta parazita elleni protektiv
immunvédlasz kivaltasara alkalmas gydgyédszati készitmény
eldallitéasara.

4., Az 1-3. igénypontok szerinti kompozicidé vagy alkal-
mazas, ahol a lipoglikan molekulattmege mintegy 180 kD.

5. A 3. vagy 4. igénypont szerinti alkalmazas, ahol az
eukaribéta protozoa.

6. A 3. vagy 4. igénypont szerinti alkalmazas, ahol az

eukaridéta felnétt laposféregq.
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7. A 6. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a felnétt
laposféreg a Schistosoma tdrzsb8l szarmazik.

8. A 6. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a felndtt
laposféreqg a Fasciola torzsbél szarmazik.

9. A 6. igénypont szerinti alkalmazas készitmény, ahol
a felnétt laposféreg a galandférgek osztalyabdl szarmazik.

10. A 3-9. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas,
ahol protektiv immunvalasz T-sejt dependens antitest va-
laszbdél 41l11l.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szérinti kompozi-
cié vagy alkalmazas, ahol a hordozécsoport egy 6sszekodtd
csoporton keresztiil kapcsoldédik az oligoszacharidhoz.

12. A 11. igénypont szerinti kompozicidé vagy alkalma-
zas, ahol a 0sszekotd csoport 2-(4-aminofenil)-etil-amin.

13. Izolalt 1lipoglikén, mely lipidcsoportot, egy vagy
tobb fukdzcsoportot, fukdzcsoportonként 3-5 galaktdzamin-
csoportot, fukdbdézcsoportonként 2-4 glikézaminocsoportot,
fukdzcsoportonként 1-2 galaktézcsoportot, fukdzcsoporton-
ként 1-2 glikézcsoportot, fukdzcsoportonként 1-2 ramndz-
csoportot és fukdzcsoportonként 1-3 manndézcsoportot tar-
talmaz.

14. A 13. igénypont szerinti 1lipoglikan, ahol a
lipoglikan molekulatémege mintegy 180 kD.

15. A 13. vagy 14. igénypont szerinti lipoglikan, ahol
a lipoglikan fukdzcsoportonként négy galaktdézamincsopor-
tot, harom glikdézamincsoportot, két galaktbézcsoportot, két

glikézcsoportot, 1-2 ramndzcsoportot és két mannbézcsopor-

tot tartalmaz.
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16. A 13-16. igénypontok barmelyike szerinti
lipoglikan, ahol a 1lipoglikant egy Schistosoma térzshdz
tartozé fajbél nyerjik ki.

17. Izolalt lipoglikan, amely lipidcsoportot, egy vagy
tobb fukdézcsoportot, fukdbzcsoportonként 3-5 galaktdzamin-
csoportot, fukbézcsoportonként 7-11 glikézaminocsoportot,
fukdzcsoportonként 3-5 galaktdzcsoportot, fukdzcsoporton-
ként 1-2 glukdzcsoportot, és fukézcsoportonként 3-5
manndzcsoportot tartalmaz.

18. A 17. 1igénypont szerinti 1lipoglikéan, ahol a
lipoglikan molekulattmege mintegy 180 kD.

19. A 18. vagy 19. igénypont szerinti lipoglikén, ahol
a lipoglikan fukodzcsoportonként négy galaktdézamincsopor-
tot, kilenc glikdézamincsoportot, négy galaktdzcsoportot,
egy glikdézcsoportot és négy mannbézcsoportot tartalmaz.

20. A 17-19. igénypontok barmelyike szerinti 1lipo-
glikadan, ahol a lipoglikdnt egy Fasciola torzshdéz tartozd
fajb6él nyerjik ki.

21. A 17-20. igénypontok barmelyike szerinti lipo-
glikan, mely tovabba inozitot tartalmaz.

22. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti kompozi-
cié vagy alkalmazas, ahol a hordozdécsoport a lipoglikanbodl
kinyert oligoszacharidok keverékéhez kapcsolddik.

23. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti kompozi-
cié vagy alkalmazas, ahol az oligoszacharid nem redukald
végcsoportot tartalmaz.

24. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti kompozi-

cié vagy alkalmazas, ahol az oligoszacharidok keveréke
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800-3000 dalton molekulatomegd oligoszacharidokat tartal-

maz.
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