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Entericky potaZena farmaceutickd kompozice pro peroralni podavani pro léceni roztrou-
Sené sklerozy

Oblast techniky

Vynélez se tyka entericky potazené farmaceutické kompozice pro peroralni podavani pro lé€eni
roztrousené sklerdzy.

Dosavadni stav techniky

Kopolymer—1, ktery je také znam jako glatirameracetat a je prodavan pod ochrannou znamkou
Copaxone®™, zahrnuje acetatové soli polypeptidii obsahujicich L-glutamovou kyselinu, L-alanin,
L—-tyrosin a L-lysin. Prim&my molarni zlomek je 0,141 pro L—glutamovou kyselinu, 0,427 pro
L-alanin, 0,095 pro L—tyrosin a 0,338 pro L—lysin a primérna molekulovd hmotnost kopolyme-
ru-1 je 4700 az 11 000 Dalton. Tato latka je ne—autoantigen, o némz bylo prokdzéno, Ze
potlacuje experimentélni alergickou encefalomyelitis (EAE) indukovanou riznymi encefalitoge-
ny, jako je naptiklad homogenat z mysi michy (MSCH, mouse spinal cord homogenate), ktery
obsahuje vSechny myelinové antigeny, jako myelinovy zakladni protein (myelin basic protein,
MBP) (Sela M. et al., Bull. Inst. Pasteur (1990), 88 303 az 314), proteolipidovy protein (PLP)
(Teitelbaum D. et al., J. Neuroimmunol. (1996), 64, 209 az 217) a myelinovy oligodendrocytovy
glykoprotein (MOG) (Ben—Nun A. et al., J. Neurol. (1996) 243 (dopln&k 1) S14-322) u riiznych
druht. EAE je pfijimana jako model pro roztrousenou sklerozu.

Bylo prokazano, ze kopolymer—1 je uéinny pii injek&énim, subkutannim, intraperitonealnim, intra-
venoznim nebo intramuskularnim, podavani (D. Teitelbaum et al., Eur. J. Immunol. (1971) 1: 242
az 248; D. Teitelbaum et al., Eur. J. Immunol. (1973) 3: 273 az 279).

Ve fazi III klinickych zkousek bylo zjisténo, Ze denni subkutanni injekéni podavani kopolymeru—
1 zpomaluje progresivni postup invalidity a redukuje relapsni pomér u exacerbujici—remitujici
roztrouSené sklerézy (K.P. Johnson, Neurology (1995), 1: 65 aZz 70). Légeni pomoci kopo-
lymeru—1 je v sou¢asné dob& omezeno na denni subkutanni podavani.

V soucasné dobé vSechny konkrétné schvalené 1é€ebné postupy u roztrousené sklerézy zahrnuji
autoinjekce ucinné latky. V mistech vpichu jsou &asto pozorovany problémy, jako je podrazdéni,
pfecitlivélost, zanét, bolest a dokonce nekréza (v ptipadé 1é&eni alespoii jednim interferonem [3
1-B). Dal3im faktorem je nizkd komplinace u pacienti. Je tedy Zadouci vyvinout novy zpisob
podavani.

V patentu EP 359 783 je popsan zplisob 1é¢eni autoimunitnich chorob oralnim podavanim auto-
antigenti. V tomto patentu je popsano oralni podavani MBP za u&elem lé&eni roztrousené sklerd-
zy. Orélni poddvéni autoantigenu bylo oznadeno jako ,,oralni tolerance®.

PCT mezinarodni patentové piihlasky ¢. WO 91/12 816, WO 91/08 7690 a WO 92/06 704 popi-
suji léCeni dalSich autoimunitnich chorob za pouziti zplisobu ,,ordlni tolerance® s rliznymi auto-
antigeny. V kazdém z téchto dokumenttt viak neni popsano léeni roztrousené sklerézy pomoci
oralniho podavani ne—autoantigenniho kopolymeru—1. Vsechny tyto dokumenty jsou zde citova-
ny nahradou za preneseni celého jejiho obsahu do tohoto textu.

Ukolem vynalezu je tedy poskytnout zplsob 1é¢eni roztrousené sklerézy pomoci oralniho poda-
vani kopolymeru—1 poZitim.
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Podstata vynalezu

Predmétem vyndlezu je pouziti glatiramer acetatu v pevna formé a v mnozstvi 0,1 az 1000 mg
pro vyhodu entericky potazené kompozice pro peroralni podavani pro lé¢eni roztrousené skleré-

zy.

Dale je predmétem vynalezu farmaceuticka kompozice, ktera obsahuje glatiramer acetat v pevné
formé& v mnozstvi 0,1 az 1000 mg v entericky potazené kompozici.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, glatiramer acetat ¢i kopolymer—1 obsahuje acetatové soli polypeptida
obsahujicich L—-glutamovou kyselinu, L-alanin, L-tyrosin a L-lysin. Primémy molarni zlomek
je 0,141 pro L—glutamovou kyselinu, 0,427 pro L-alanin, 0,095 pro L-tyrosin a 0,338 pro L—
lysin a primérna molekulova hmotnost kopolymeru—1 je 4700 az 11 000 Dalton.

Tento vyndlezu je zaloZen na zjisténi, Zze oralni podani kopolymeru—1 je G&inné pfi potladovani
EAE, a m4 tedy terapeutickou hodnotu pfi 16¢bé roztrouSené sklerdzy.

Ma se za to, ze kopolymer—1 pfichazi do kontaktu s takovymi lymfoidnimi tkinémi v mukosalni
vystelce, které jsou povazovany za primarni zdroj senzitizace imunitniho systému. Mukosalni
vystelka se miize nachazet (nikoliv v§ak vyhradn€) v dutinach, pridusnici, bronchidlnich pasazi
(v tomto pfipadé jsou zndmy jako BALT nebo lymfoidni tkané spojené s priduskami) a gastro-
intestinalni vystelce (zndmé jako GALT nebo lymfoidni tkan& spojené se stfevem). V konkrétnim
pfipad¢ vynalezu podéavéni kopolymeru—-1 tedy zahrnuje postupy, pfi nichZ se kopolymer—1 do
téla zavadi pozitim nebo pomoci Zaludeéni sondy.

Podle jednoho ptikladného provedeni vynalezu se kopolymer podava oraln& v mnozstvi od 0,1 do
1000 mg za den a tuto denni davku lze podavat ve formé davky jediné nebo nékolika dil&ich
davek. Odborniku v tomto oboru je ziejmé, Ze terapeuticky G&inna davka je obecné funkci
pacientova véku, pohlavi a fyzikélniho stavu a dale téZ funkci jiné soub&Zné 1é&by. Stanoveno
optimalni terapeuticky G¢inné davky 1écby. Stanoveni optimalni terapeuticky G&inné davky spada
do rozsahu piisobnosti odbornika v tomto oboru.

Jelikoz je kopolymer—1 podéavén oraln€, miZe byt smisen s jinymi potravinovymi formami a kon-
zumovan v podob€ pevnych nebo polotuhych suspenzi nebo emulzi. Miize byt smisen s farma-
ceuticky vhodnymi nosi¢i, jako je voda, suspenznimi ¢inidly, emulgagnimi &inidly, modifikatory
viin€ a chuti apod. Podle vynélezu je kompozice opatfena enterickym povlakem. Pouziti enteric-
kych povlaki je vtomto oboru dobie znamé. Tak naptiklad K. Lehman, Acrylic Coatings in
Controlled Resease Tablet Manufacturer, Manufacturing Chemist and Aerosol News, str. 39
(Cerven 1973) a K. Lehman, Programmed Drug Release From Oral Program Forms, Pharma, Int.,
sv. ISS 3, 1971, str. 34 az 41 popisuji enterické povlaky, jako Eudragit S a Eudragit L.
V Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2. vydani jsou také vysvétleny aplikace Eudragitu
S a Eudragitu L. Jako jeden z produktii fady Eudragit je moZno uvést Eudragit L30D55.

Kopolymer-1 v nékteré z vyse uvedenych forem je v §ir$im kontextu rovnéz mozno podavat
nazélng, inhalaci vysledku trachey a bronchialnich pasaZi je navic moZno pouzit inhalace Gsty.

Kopolymer—1 lze ptipravovat postupy znamymi odbornikéim v tomto oboru, naptiklad zptisobem
opsanym v patentu US 3 849 550. Pfi tomto zpisobu se N—karboxyanhydridy tyrosinu, alaninu,
gama-benzylglutamétu a epsilon—N-trifluoracetyllysinu polymeruji pti teploté mistnosti v bezvo-
dém dioxanu za pouZiti diethylaminu jako iniciatoru. Odblokovéani gama—karboxyskupiny kyseli-
ny glutamové se provadi za pouziti bromovodiku v ledové kyseling octové, natez se ze zbytkd
lysinu 1M piperidinem odstrani trifluoracetylové skupiny.



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 297983 B6

Jak je popsano v piihlasce PCT publikované pod ¢islem WO 95/31 990, je kopolymer—1 s poza-
dovanou primérnou molekulovou hmotnosti 7+2 kDa mozno pfednostné pfipravovat zpiisobem,
pfi némz se chranény kopolymer—1 necha reagovat s kyselinou bromovodikovou za vzniku tri-
fluoracetylkopolymeru—1, na trifluoracetylkopolymer—1 se pisobi vodnym roztokem piperidinu
a vysledny kopolymer—1 se precisti tak, aby se ziskal kopolymer—1 s pozadovanou molekulovou
hmotnosti.

Prehled obrazkd na vykresech

Na obr. 1 a 2 je znazornén G¢inek kopolymeru—1 na imunitni odpovéd’ na myelinovy zakladni
protein morcete (GPBP) u potkani (obr. 1) a mysi (obr. 2) stanoveny pomoci proliferace slezin-
nych bunék.

Na obr. 3 a 4 je znazornén u¢inek kopolymeru—1 na uvolitovani cytokinu.

Na obr. 5 je znadzornéno potlaceni EAE u mysi oralnim podavanim kopolymeru—1. Mysi
(SJL/JxBALB/C) F; se krmi PBS (pIné &tverecky), 0,1mg davkou kopolymeru—1 (prazdné &tve-
re¢ky), 0,25mg davkou kopolymeru—1 (plné trojihelnicky) nebo 0,5mg davkou kopolymeru-1
(prazdné trojuhelnicky). Kazda davka se podava sedmkrat, ve dny -7, -5, -3, 0, 2, 4 a 6. EAE se
indukuje v den 0 injekci MSCH.

Na obr. 6 je znazornéna proliferace a sekrece cytokinu linii T-bunék odvozenou z bunék sleziny
potkand krmenych kopolymerem—1. Buiiky se kultivuji s médiem, kopolymerem—1 (50 pg/ml)
nebo konkavalinem A (Con A) (5 pg/ml). Jako odpovéd’ na tyto antigeny se méii proliferace
a sekrece cytokinu.

Na obr. 7 je zndzornéna inhibice EAE linii T-buné&k odvozenou z bunék sleziny potkand krme-
nych kopolymerem-1. Buiiky (20 x 10%potkan) se podaji intraperitonealni injekci 3 dny po
stimulaci kopolymerem—1 nasledované indukci EAE.

Na obr. 8 je zndzorn€na inhibice EAE linii T-bun&k odvozenou z bunék sleziny mysi krmenych
kopolymerem—1. Buiiky (15 x 10%my$) se podaji intravendzni injekci 3 dny po stimulaci kopoly-
mer-1 nésledované indukci EAE.

Na obr. 9 je zndzornén graf, v némz jsou vyneseny vysledky klinického hodnoceni proti dobg
podavéni kopolymeru—1 po indukci EAE ve dnech u tii makaki Rhesus.

Na obr. 10 je zndzornén graf, kde jsou vyneseny vysledky klinického hodnoceni proti dobé poda-
vani kopolymeru-1 po indukci EAE ve dnech u 3esti makaki Rhesus pti komparaéni zkousce
davkovacich forem s enterickym povlakem a bez enterického povlaku. Pogatek osy y byl posu-
nut, aby bylo moZno znazornit vysledky.

Vynélez je bliZze objasnén v nasledujicich piikladech. Tyto p¥iklady maji vyhradné ilustrativni
charakter a rozsah vynélezu v Zadném ohledu neomezuji. Viechny dily, procentni tidaje apod.
Jjsou hmotnostni, pokud neni uvedené jinak.
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Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1
Antigeny

Kopolymer—1 pfipraveny zplisobem popsanym v mezinarodni patentové ptihlasce PCT/WO
95/31 990 byl ziskan od firmy Teva Pharmaceutical Industries Ltd., Izrael. GPBP se ptipravi
zmichy morcete extrakci kyselinou a vysraZenim siranem amonnym, zpisobem popsanym
v Hirshfeld H. et al., Febs Lett. (1970) 7, 317 az 320.

Zvirata

Samice mysi (PL/JxSJL/J) F1 o stafi 8 az 10 tydna byly ziskany od firmy Jackson Laboratories
(Bar Harbor, ME, USA). Samice potkana Lewis o stafi 8 az 12 tydni byly ziskany od firmy
Harlan—Olac (Bicester, Velka Britanie).

Indukce a stanoveni EAE

Mysim se injek¢né poda 200 ug GPBP emulgovaného ve stejném objemu tplného Freundova
adjuvans (CFA) obsahujictho 4 mg/ml Mycobacterium tuberculosis (H37RA) (Difco Lab,
Detroit, Mich., USA). Potkantim se do vSech &tyf tlapek injek&n& poda emulze o celkovém obje-
mu 0,1 ml. Bezprostfedné poté a po 24 hodinach se potkanim intravendzni injekci poda toxin
Bordetella pertussis (250 ng/mys) (Sigma).

Potkani se imunizuji 25 ng GPBP emulgovaného v poméru 1: 1 v CFA obsahujicim 4 mg/ml
H37Ra. Potkaniim se do dvou zadnich tlapek injekéné poda emulze v celkovém objemu 0,1 ml.

Zvifata se denné po dobu 10 dni po indukei zkou$eji na p¥itomnost ptiznakl choroby. EAE se
hodnoti nasledujicim zpisobem: 0 — bez choroby, 1 — ochabnuti ocasu, 2 — paralyza zadnich kon-
Cetin, 3 — paralyza vSech Ctyf konéetin, 4 — pfedsmrtny stav, 5 — smrt.

Indukce oralni tolerance

Mysi se ve dnech -7, -5, -3, 0, 2, 4 a 6 krmi 250 pg GPBP nebo kopolymerem—1 rozpu§ténym
ve fosfatem pufrovaném solném roztoku (PBS) pomoci intubace Zaludku za pouziti sondy z nere-
zove oceli o velikosti 18 (Thomas). EAE se indukuje v den 0.

Potkani se krmi 1 mg GPBP nebo kopolymerem—1 rozpusténym v PBS pomoci intubace zaludku
za pouZiti sterilni sondy (Uno Plast, Dansko). Potkani se pied indukci choroby krmi 5 x (celkova
davka 5 mg) v intervalech 2 az 3 dnii. EAE se indukuje 2 dny po poslednim krmeni. Kontrolni
mys$i a potkani se simulované krmi PBS.

Zkouska proliferace

Proliferatni odpovéd’ u bunék sleziny se zkousi 10 a2 11 dnit po vy3e popsané indukce EAE.
Buiiky od 3 zvifat v kazdé skuping se spoji a ve trojim provedeni kultivuji (5 x 10° mysich bunék
a 2 x 10° potkanich bun&k) v mikrotitrovych plotnach s riiznymi koncentracemi antigenu (GPBP)
v kone¢ném objemu 0,2 ml. Mikrotitrové plotny obsahuji zivné médium RPMI 1640 (dostupné
od firmy Sigma Biochemicals, St. Louis, Missouri, USA) dopInéné 1 % autologniho séra. Po 72—
hodinové inkubaci se buiiky 18 hodin pulzuji 1 pCi [3H]—thymidinu, poté sklidi na filtra¢nich
papirech a spocita se radioaktivita.
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Zkouska sekrece cytokinu

10 az 11 dni po indukci EAE se odeberou sleziny a butiky od 3 mysi z kazdé skupiny se vzdy
spoji. Buiiky (5 x 10%ml) se ve dvojim provedeni kultivuji ve 24jamkovych plotndch v RPMI
1640 doplnéném 10 % FCS (fetalniho teleciho séra) za pfitomnosti nebo za nepfitomnosti anti-
genu (GPBP 100 Fg/ml). Supernatanty se sklidi po 24 az 40hodinové kultivaci. Za pouziti paro-
vanych monoklondlnich protilatek specifickych pro odpovidajici cytokiny (Pharmigen, La Jolla,
CA, USA) se podle pokynti vyrobce provede kvantitativni stanoveni ELISA pro IL-2, IFN—
gamma, I[I.-4, IL-6 a IL-10.

Vysledky

Utinnost oralné podavaného kopolymeru—1 pfi prevenci klinickych projevii EAE u Lewisovych
potkand se porovna sucinnosti GPBP, pfi¢emz zkoudka se provadi za podminek nedavno
popsanych pro indukcei potladeni pomoci oralniho podavani GPBP (P.J. Higgins a H.L. Weiner, J.
Immunol (1988), 140, 440 az 445). Vysledky, které jsou souhrnné uvedeny v tabulce 1, demonst-
ruji, Ze kopolymer—1 je u¢innéjsi nez GPBP a ve srovnani s vysledky u potkant krmenych PBS,
ktefi slouZi jako kontrola, vyznamné sniZuje jak incidenci (54 % inhibice), tak i zavaznost (57%
inhibice) EAE.

Tabulka 1

Potlaceni EAE u potkanti oralnim podavanim kopolymeru—1

Podany antigen Incidence Stfedni maximdl- Stredni doba
ni hodnoceni vypuknuti
+ SD priznakd (dny)
PBS (kontrola) 27/28 (96 %) 1,8 + 0,5 11,9
GPBP 10/17 (59 %) 0,9 + 0, 11,4
(p = 0,0026)
Kopolymer-1 13/28 (46 %) 0,78+ 0,45 12,6

(p = 0,00005)

SD = smérodand odchylka

Kazda hodnota pfedstavuje kumulativni vysledek ze 3 aZ 5 nezavislych experimenti. Hodnota p
predstavuje statistickou vyznamnost rozdilu od kontrolni skupiny (Fischerdv exaktni test). Stred-
ni maximalni hodnoceni bylo vypo&teno pro celou skupinu.

Utinek oralné podavaného antigenu na imunitni odpovéd’ na GPBP

Utinek oralniho podavani kopolymeru—1 GPBP na imunitni odpovéd’ na chorobu indukovanou
antigenem GPBP se zkousi na mysich a potkanech. Vysledky, které jsou souhrnné znazornény na
obr. 1, ukazuji, Ze kazdé oralni podani slougenin (kopolymeru—1 nebo GPBP) sniZilo buné&nou
proliferaci v suspenzi slezinnych bun&k potkana stimulovanych GPBP (obr. 2 znézortiuje podob-
né vysledky u mysi). Je patrné, Ze oralni podavani kopolymeru-1 u obou druht zvitat vede k té-
méf aplné inhibici proliferativni odpovédi na GPBP. U obou t&chto druhi je pii inhibici odpovédi
na GPBP kopolymer—1 G&innéjsi nez GPBP.
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Hladiny cytokinu se méfi v supernatantech kultur bunék sleziny mysiho piivodu (obr. 3 a 4).
Kontrolni mysi krmené PBS v odpovédi na GPBP vylu€ovaly IL-2, IFN—gama a IL—6 (neni zna-
zornéno). U mysi krmenych kopolymerem—1 nebo GPBP byla mnoZstvi Thl prozanétlivych
cytokind IL-2 a IFN-gamma produkovana p¥i odpovédi na stimulaci GPBP niZsi neZ u kontrol-
nich skupin, pti¢emz kopolymer—1 je G¢inn&j3i supresantem. [L—4 a IL-10 nebyly detekovany
u zadné skupiny.

Vysledky ukazuji, Ze kopolymer-1, je-li podavan oralng, je pti potlatovani EAE uginny. Klinicky
ochranny ¢inek ordlniho podavani kopolymeru-1 je spojen s regulaci smérem dold imunitni
odpovédi T bun¢k na GPBP, jako je proliferace a uvoltiovani prozanétlivych cytokind (IL-2
a [FN—gama).

Piiklad 2

Na mysich a potkanech byly provedeny dal3i zkousky potlatovani EAE pomoci oralniho podava-
ni kopolymeru-1. Pfi téchto studiich se stanovi optimalni davka pro 1é¢eni u kazdého druhu.
Za U¢elem pochopeni mechanismu, ktery je zdkladem oralniho potladeni EAE pomoci kopolyme-
ru—1 se ze slezin zvifat krmenych kopolymerem—1 izoluje linie T-bun&k specificka viigi kopoly-
meru~-1. Zkousi se in vitro reaktivita linii a jejich in vivo (8inek na indukci choroby, kters je
predmétem zkousky.

Materidly a postupy
Izolace kopolymer—1-specifickych linii T-bung&k

Potkani Lewis se krmi 5 x 1 mg kopolymeru-1 a mysi (SJIL/JXBALB/c)F, 7 x 250 pg kopoly-
meru-1, v intervalech 2 az 3 dnd. Ctyfi aZz dvanact dni po poslednim krmeni se zvifata usmrti
a vyjmou se jim sleziny.

Buiiky sleziny od tii zvifat se spoji a inkubuji (50 x 10%miska) s kopolymerem—1 (500 pg)
v médiu obsahujicim 1 % autologniho séra po dobu 4 dnit. Kazdych 14 az 21 dnii se buiiky (4 x 6
x 10%miska) znovu stimuluji tfidennim vystavenim kopolymeru—1 (500 pg) na syngennich ozéaie-
nych (3000 rad) thymocytech potkana (100 x 10%miska) nebo mysich solenocytech (50 x
10°/miska). Po stimulaci nésleduje mnoZeni v 10% supernatantu normalnich mysich slezinnych
bunék aktivovanych konkavalinem Noc A, jako ristovym faktorem T-buné&k (TCGF).

Zkouska proliferace

Linie T-bunék (1 x 10* bun&k) se kultivuji s ozéafenymi (3000 R) thymocyty (potkan 1 x 10°)
nebo splenocyty (my3 — 5 x 10°) a s uvedenymi antigeny (10 ug kopolymeru—1, 1 pug Noc A)
a mikrotitrovych deskach v kone¢ném objemu 0,2 ml. Na konci 48hodinové inkubace se kultury
pulzuji s *H-thymidinem a po 6 az 12 hodinach sklidi.

Cytokinova zkouska

T-buiiky potkani linie (0,5 x 10%/ml) se inkubuji s ozafenymi thymocyty (10 x 10°) za p¥itomnos-
ti nebo za nepfitomnosti uvedeného antigenu (50 pg kopolymeru-1, 5 pg Noc A). Buiiky se kulti-
vuji 24 hodin v RPMI 1640 dopInéném 10 % fetalniho teleciho séra — za i¢elem stanoveni [L-2,
TNFo, IL—4 a IL-10 a v médiu bez séra — DCM-1 (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek,
Izrael) po dobu 72 hodin — za i¢elem stanoveni TGFp.

Hladiny cytokinu v supernatantech se méii pomoci kvantitativniho stanoveni ELISA za pouziti
part monoklonélnich protilatek specifickych pro odpovidajici cytokiny.
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Indukce EAE

Mysim (SJL/xBALB/c)F; se injek¢né do vSech C&tyfech tlapek podaji 2 mg homogenatu mysi
michy (MSCH) emulgované v Detroit, Mich., USA). Bezprostiedné poté a po 48 hodiniach se
potkaniim intravené6zni injekci poda Toxin Bordetella pertussis (250 ng/my3) (Sigma).

Vysledky
1. Zkouska zavislosti odpovédi na davce na potkanech a mysich

Potkani se krmi 5 x 0,5, 1 nebo 2 mg kopolymeru—1 podle vyse uvedeného protokolu (viz mate-
ridly a postupy) a poté provokuji za (i€elem indukce EAE. Vysledky, které jsou souhrnné uvede-
ny v tabulce 2, ukazuji, Ze nejucinnéjsi davkou je 1 mg kopolymeru—1. Davky 0,5 mg nebo 2 mg
kopolymeru—1 jsou pii potlaovani EAE u¢inné méné.

Mysi (SJL/JxBABI/c) F; se krmi 7 x 0,1, 0,25 nebo 0,5 mg kopolymeru—1 ve dnech -7, -5, -3, 0,
2, 4 a 6 pomoci zalude¢ni sondy. EAE se indukuje v den 0 injek&nim podanim MSCH. Vysledky,
které jsou souhrnné€ znazornény na obr. 5, ukazuji, Ze oralni podani kopolymeru—1 mize potlagit
tuto chorobu u mysi. Nejucinngjsi divkou kopolymeru-1 je 0,1 mg. Davka kopolymeru—I
0,25 mg je 0Cinnd méné a davka 0,5 mg je zcela neiiinna. Vysledky ziskané na potkanech
i mySich ukazuji, ze kfivka zavislosti odpovédi na davce u kopolymer—1 poddvaného oralné ma
optimum a pfekroCeni (i¢inné oralni davky vede k nedéinnému potladeni EAE.

2. Zkousky s Ts-liniemi specifickymi vii¢i kopolymeru—1 ziskanymi do zvitat krmenych kopo-
lymerem—1

Linie supresorovych T-bunék specificka vzhledem ke kopolymeru-1 se izoluje ze slezin potkani
a mysi, u nichz byla diky krmeni kopolymerem—1 potlaena odpovéd’ na EAE. Odpovéd,, vy-
jadfend pomoci proliferace a sekrece cytokinu, takové buné&¢né linie izolované z potkani je
demonstrovana na obr. 6. Buriky této linie v odpovédi na kopolymer—1 proliferuji a uvoliiuji IL-
2, ur¢ité mnozstvi IL-10 a TGF, ale neuvoliiuji TNFa nebo IL—4. Tento cytokinovy profil je
kompatibilni s buitkami typu Th3, o nichz se ukazalo, Ze jsou indukovény oralnim podanim MBP
(Chem et al., Science 265, 1237, 1994).

Zkousi se schopnost linii specifickych vzhledem ke kopolymeru—1 zabratiovat EAE in vivo.
Bunééné linie se podajl injekéné 3 dny po in vivo stimulaci kopolymerem—1 (20 x 10° bun&k/pot-
kan, i.p. a 15 x 10° bunek/mys i.v.). Ihned po pienosu bunék se zvifata provokuji na indukci
EAE. Vysledky, které jsou zndzornény na obr. 7 a 8, ukazuji, Ze u recipientnich zvifat byla
choroba podstatné inhibovana. Jak potkanni, tak my3i linie T-bun&k specifickych vzhledem ke
kopolymeru—1 pfenaSeji potlaceni odpovédi na EAE indukovanou ordlnim podanim kopolymeru—
1. Tyto butiky G¢inné snizuji patologickou imunitni odpovéd’ in vivo.
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Tabulka 2

Zkouska zavislosti odpovédi na davce u potkant pfi oralnim podavani kopolymeru—1

Podany Incidence Stredni maxi- Stredni doba Potladeni®*

antigen médlni hodnoce~ vypuknuti (%)
ni + SD priznaka

PBS

(kontrola) 16/11 1,3210,64 13,1

Kopolymer-1

(0,5 mg) 9/11 0,95+0,57 13,5 28

Kopolymer-1

(1 mg) 7/11 0,64+0,50 15,1 51

Kopolymer-1

(2 mg) 8/11 0,91+0,70 13,1 31

* vypoCteno jako stfedni hodnota

Kazda z hodnot incidence pfedstavuje kumulativni vysledky ze 2 individualnich zkousek. Stéedni
maximum klinického hodnoceni se vypogita za celou skupinu.

Priklad 3
Zkousi se i¢inek oralné podavaného kopolymeru—1 na indukci EAE u makaka Rhesus.
Materialy

Kopolymer-1 pochézi od firmy Teva Pharmaceutical Industries Ltd. a je ve formé tvrdych Zela-
tinovych tobolek s enterickym povlakem, které obsahuji dvé& arovné davek: 1 mg kopolymeru—1
a 20 mg kopolymeru—1. Kazda z nich byla pfipravena za pouZiti mannitolu a opatiena povlakem
z Eudragitu L30D55. Placebem, &i kontrolnimi tobolkami, jsou tobolky obsahujici 5 mg cukru.

Hovézi MPB pochazi od firmy Life Technologies, Grands Island, New York, US. Tento material
piedstavuje vysoce purifikovany pripravek, ktery pfi SDS-PAGe a Silverové barveni vykazuje
jediny pas pfi 18,5 kD.

Rezim krmeni

Tti makakové rhesus se oSetii nésledujicim zpisobem: jedna opice, ktera slouZi jako kontrola, se
krmi placebem (tobolky obsahujici pouze 5 mg glukdzy). Druha opice se krmi tobolkami obsahu-
Jicimi kopolymer~1 v dédvce 1 mg/krmeni a tfeti opice se krmi tobolkami obsahujicimi kopoly-
mer-1 v davce 20 mg/krmeni. Zvitata se krmi kazdy dalsi den, celkem desetkrat, z toho pétkrat
pted indukci choroby (imunizace v den 0) a p&tkrat po imunizaci.
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Indukce choroby

Choroba se indukuje v den 0 intradermalni injekci 8 mg hovéziho MBP a 3 mg M. tuberculosis
H37Ra a FCA do zadnich tlapek, pfi¢emz celkovy objem injekce na tlapku je 0,1 az 0,15 ml.
U zvifat se sleduje klinicka manifestace EAE, rtizné sérové a CSF imunologické markery a misni
a kranidlni MRI.

Klinické hodnoceni

Symptomy se hodnoti nasledujicim zptisobem: 0 — normalni neurologické vysetieni, 1 — ztrata
hmotnosti, anorexie, zivani, pomald odpovéd’ na stimul, drazdivost nebo letargie, 2 — mirné
neurologické pfiznaky, netecnost, slintani, nemotornost pfi pouzivani kondetin, tfas, zménény
kfik a pohledové poruchy, 3 — stfedné t&zké neurologické pfiznaky, slepota (pupily nereaguji na
svétlo), akinese, ochabnuti koncetin nebo paralyza, 4 — t&€zké neurologické ptiznaky, semikoma,
kéma, kvadruplegie, 5 — smrt.

Proliferace lymfocytd indukovana antigenem

Vzorky heparinizované krve se ziedi v pomru 1 : 1 Hanksovym vyvazenym solnym roztokem
(BSS) obsahujicim 5% teploté inaktivované fetalni teleci sérum (FCS) a rozdéli v gradientu
Hypaque—Ficol. Centrifugaci (2000 min™, 20 minut pi teploté mistnosti) a izoluje ziedéna plaz-
ma a lymfocyty se odstfedi na rozhrani. [zolované lymfocyty se promyji tfikrat v Hanksové BSS—
5% FCS a resuspenduji v RPMI 1640, uplném médiu obsahujicim médium RPMI 1640, 10%
FCS a 1% nésledujici ¢inidla: neesencialni aminokyseliny, pyrohroznan sodny, L—glutamin, 2—
merkaptoethanol a penicilin/streptomycin. Izolované lymfocyty se spocitaji a resuspenduji
v kone&né koncentraci 2 x 10%ml. Kultury obsahujici 100 pl bun&né suspenze a 100 ul MBP
(20 pg/jamka), 100 pl kopolymeru—1 (10 pg/jamka) nebo 100 ul Noc A (1 pg/jamka) se navzor-
kuji na desky s 96 jamkami s kulatym dnem. Kultury se udrzuji 6 dni pii 37 °C v atmosféie 5%
oxidu uhli¢itého. Paty den kultivace se kazda jamka pulzuje 1 uCi *H-thymidinu po dobu 16 az
18 hodin. Sesty den se kultury sklidi za pouZziti automatického zatizeni pro sklizen bunék a spoéi-
taji pomoci kapalinové scintilace. Stimulaéni index se stanovi pomoci nasledujiciho vzorce

experimentalni podet pocet impulzi za minutu
impulzii za minutu (cpm) - (cpm) pozadi
Stimulaéni index =

pocet impulzi za minutu (cpm) pozadi
Klinické hodnoceni

Po dobu 24 dni Zidné ze zvifat nevykazovalo klinické pfiznaky. U zvitete 18374, 1éeného place-
bem, 25. den doslo k rozvinuti choroby. Vzhledem k zavazné manifestaci EAE (hodnoceni stup-
ném 4+ z pétistupfiové stupnice) zvife bylo 28. den usmrceno. Zvife 18498, oetfené vysokou
davkou (20 mg) kopolymeru—1, bdhem 3edesatidenniho obdobi pozorovani nevykazalo Zadné
vyznamné klinické symptomy. U zvifete 18497 oSetfeného nizkou davkou kopolymeru—1 se 25.
den zataly projevovat minimalni symptomy. Na rozdil od zvitete 18374, oSetfované placebem,
zvife 18497 vykazovalo pomalejsi prohlubovani klinickych symptomi, které v dobé mezi 28. aZ
33. dnem ustalily na stupni hodnoceni 2 az 3+. Poté byly zviteti 18497 obden po dobu 10 dni,
celkem tedy pétkrat, podany 20mg tobolky. Jak je vidét na obr. 9, v préibéhu 3 dnt klinické
pfiznaky u zvifete poklesly na stupeti 0 a na tomto stupni zistaly az do doby, kdy byla obé zvita-
ta oSetfovana kopolymerem~1, 18497 a 18498, usmrcena za Gcelem provedeni histologickych
zkousek (60. den).
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Pritokova cytometrie

Pro analyzu lymfocytli a periferni krvi (PBL) a mozkomi$niho moku (CSF) shromazdénych od
kazdé opice se pouzije pritokového cytometru Epics C. Cervené krvinky se lyzuji a zbyvajici
bilé krvinky (WBC) se promyji a barvi vhodnymi ¢inidly za pouziti standardnich postupi.
V tabulkach 3 a 4 jsou uvedeny udaje v barveni PBL a CSF WBC ziskané od t¥i zvifat z tohoto
prikladu.

Pocet obarvenych bunck (CD4+) byl u zvifat krmenych kopolymerem—1, 18497 a 18498, mirné
vys$i nez u kontrolniho zvitete 18374. Ukazalo se, Ze pocet bunék CD4+, které byl zaroveri
CD45RA—, byl jak u kontrolniho zvifete 18374, tak u zvifete 18497, oetfovaného nizkou davkou
kopolymeru-1 zvySeny v dobé, kdy se u téchto zvifat objevily klinické symptomy (dny +27 az
+34). Oproti tomu u zvifete 18498 oSetfovaného vysokou davkou kopolymeru—1 zistal tento
pocet v podstaté konstantni. PoCet obarvenych bunék CD8+CD45RA+ se u kontrolniho zvifete
18374 a zvifete oSetfovaného nizkou davkou kopolymeru—1 18497 stale sniZoval, av§ak u zvifete
krmeného vysokou davkou kopolymeru—1 18498 se mirné zvySoval (coz ukazuje produkci
novych bunék CD4+).

Pocet bun€k nalezenych v CSF kontrolniho zvifete 18374 se ode dne 20+ do dne 28+, kdy zvite
poslo, stale zvySoval. Analyza ukazala, Ze vétSina bunék CD4+ byla CD45RA-. Bunék shromaz-
dénych z CSF zvitete 18497 bylo pfili§ malo na to, aby je bylo mozno spoditat nebo barvit.
Bunék shromézdénych od zvifete 18498 bylo pfili§ mélo na to, aby je bylo moZno spogitat nebo
barvit, svyjimkou dne +27. Shromazdéné buiiky CD4+ byly vtomto piipadé prevaing
CD45RA-.

Tabulka 3

Analyza lymfocyt v periferni krvi (PBL) ziskanych od makakii rhesus imunizovanych MBP

Opice Den CD4+ CDh8+ Pomér CD4+ CD8+
zkougky CD45RA+ CD45RA+
18374 {-1) 24 47 e,51 15 45
(kontrolni) {(+6) 24 42 0,57 15 40
(+13) 23 40 0,58 12 38
+20 22 45 0,49 10 45
+27 24 27 0,89 10 23
+28 24 24 1,0 10 21

-10-
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Tabulka 3 - pokracovani

Opice Den CD4+ CcD8+ Pomér CD4+ CD8+
zkousky CD45RA+ CD45RA+
18497 -1 35 36 0,97 21 33
{1 mg kopo- +6 39 31 1,26 24 29
lymeru=-1/ +13 37 34 1,09 16 29
davka) +20 41 32 1,28 18 25
+27 35 27 1,3 12 18
+34 ND ND ND ND ND
18498 -1 37 40 0,93 23 32
(20 mg kopo- +6 37 42 0,88 23 32
lymeru-1/ +13 41 46 0,89 24 37
davka) +20 27 57 0,47 12 41
+27 37 52 0,71 22 41
+34 ND ND ND ND ND

ND = nestanoveno

Tabulka 4

Analyza mozkomisniho moku makaki rhesus imunizovanych MBP

Opice Den Bunky CD4+  CD8+ Pomér  CD4+ cD8+
zkousky (ul) Ch4+/ CD45RA+ CD45RA+
CD8+
18374 0 ND *k
+14 28 *k
+20 100 61 18 2,18 2 4

+28 294 35 35 0,94 4 8

-11 -
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Opice Den Buriky CD4+  CD8+ Pomér  CD4+ CD8+
zkousky (ul) CD4+/ CD45RA+ CD45RA+
CD8+
18497 0 %%
+14 *%
+20 *%
+27 *k
+34 %k
18498 0 *%
+14 *%
+20 * %
+27 29,7 47 ND 8 ND
+34 *k
+41 * %

** = pFili§ malo bunék
ND = nestanoveno

Analyza induktoru faktoru antigen—specifickych supresorovych T-bunék (Tscfi)

Udaje z analyzy na MBP-specificky Tsfi v plazmé ti opic z tohoto ptikladu jsou uvedeny dale
v tabulkach 5 a 6. Do dne +13 po indukci EAE pomoci MBP Zadné ze zvifat neprodukovalo
MBP-specificky Tsfi. Kontrolni zvife 18374 neprodukovalo Zadny Tsfi do dne +20 a od tohoto
dne byla produkovana hladina t&sné nad pozadim. Zvifata krmena kopolymerem—1 18497
a 18498 ode dne +13 shodné produkovala vyznamné hladiny Tsfi az do dne +41, kratce pied

ukoncenim zkousky.

V tabulce 6 jsou uvedeny tidaje ze vzorki plazmy, které neobsahovaly Tsfi a nereagovaly s proti-
latkou anti-TGF-beta. Plazma, ktera vykazuje MBP vazbu s protilatkou 3C9 (anti—Tsfi), rovnéz
reaguje s protilatkou anti-TGF-beta. Rekombinantni lidsky TGF-beta reaguje s protilatkou anti—

TGF-beta, ale nikoliv s protilatkou 3C9.

-12-
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Analyza induktoru faktoru MBP—specifickych supresorovych T-bunék (Tcsfi)?

Zvire
¢islo
18374
18497
18498

-13

Zadny
Zadny
zadny

-1 +6 +13 +20 +27 +34 +41

zadny ND ND 0,17 0,21 snrt
¢a4dny Zadny 0,60 0,61 0,56 0,66 0,76
Zadny Zadny 0,32 0,32 0,42 0,40 0,40

2 Gdaje predstavuji optickou hustotu OD pFi 405 nm

vzorka plazmy pfi zfedéni 1 : 20

ND =

Tabulka 6

nestanoveno

Spojitost mezi MBP-specifickym Tsfi a TGF-beta v plazmé makak rhesus

Zvire Den anti-Tsfi2 anti-TGF-betaP
¢islo zkousky (protilatka 3C9)
18374 -1 Zadna Zadna
+27 0,21 Zadna
18497 +6 Zadna Zadna
+13 0,60 0,71
+27 0,56 0,65
+41 0,76 0,85
18498 +6 Zadna Zadnéa
+13 0,32 0,35
+27 0,42 0,47
+41 0,40 0,45
rekombinantni
lidsky TGF-beta® - 0,72

Pfedstavuje optickou hustotu OD pfi 405 nm latky, ktera se vazala k MBP (2,5 ug proteinu)

a reaguje s anti-humanni Tsfi (3C9) protilatkou.

Pfedstavuje optickou hustotu OD pti 405 nm latky, kterd se vazala k MBP a reaguje s anti—

humanni TGF-beta protilatkou.

-13 -
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®  Piedstavuje optickou hustotu OD p¥i 405 nm latky, ktera se vazala k MBP a reaguje s anti—

humanni TGF-beta protilatkou.

¢ Pfedstavuje jamku potaZzenou 100 ng rekombinantniho lidského TGF-beta

Ptiklad 4

Sest opic se oSetii a provede se analyza za pouziti v podstaté stejného postupu, jaky je popsan
vyse v prikladu 3.

Kontrolni zvife krmené placebem 18746 se krmi tobolkami obsahujicimi gluk6zu. Zvife 18586 se
krmi 1 mg kopolymeru-1 v tobolkach s prasklym enterickym povlakem. Zvite 18639 se krmi
20 mg kopolymeru—1 v tobolkach s prasklym enterickym povlakem. Zvife 18724 se krmi 1 mg
kopolymeru-1 v tobolkach s neporu$enym enterickym povlakem. Zvife 18810 se krmi 10 mg
kopolymeru—1 v tobolkdch s neporusenym enterickym povlakem. Zviie 18962 se krmi 20 mg
kopolymeru—1 v tobolkach s neporusenym enterickym povlakem.

ReZim krmeni, indukce choroby a sledovani dal§iho priibéhu jsou stejné jako v ptikladu 3.
Vysledky

Jak je ziejmé, z obr. 10, u kontrolni opice 18746 se rozvinula akutni choroba poé¢inaje dnem +21
a opice uhynula v den +23 na projevy této choroby. Zvifata 18586 a 18639, jimz byly podany
tobolky s prasklym enterickym povlakem, které se v zaludku oteviely (pfi obou davkach) pied
chorobou nebyla chranéna a uhynula v prib&hu 2 aZ 3 dnd na projevy choroby. Vsechny opice
krmené kopolymerem—1 v tobolkach s enterickym povlakem byly plné& chranény pied chorobou

aaz do 60. dne, kdy byly usmrceny za u¢elem provedeni histologickych zkouSek, se u nich ne-
rozvinuly Zadné ptiznaky EAE.

PATENTOVE NAROKY
1. Pouziti glatiramer acetatu v pevné formé a v mnozstvi 0,1 az 1000 mg pro vyrobu entericky
potazené kompozice pro peroralni podavani pro 1é¢eni roztrousené sklerozy.
2. Poutziti podle naroku 1, kde entericky potazenou kompozici je entericky potazena tobolka.
3. Pouziti podle naroku 1 nebo 2, kde mnozstvi je 1 mg, 10 mg nebo 20 mg.

4. Farmaceutickd kompozice, vyznadujici se tim, Ze obsahuje glatiramer acetit
v pevné form¢ v mnozstvi 0,1 az 1000 mg v entericky potazené kompozici.

3. Farmaceutickd kompozice podle naroku 4, vyznacéujici se tim, Ze entericky
potaZenou kompozici je entericky potazena tobolka.

6. Farmaceutickd kompozice podle naroku 4 nebo 5, vyznadujici se tim, Ze ente-
ricky potah obsahuje Eudragit S.

-14-
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7. Farmaceutickd kompozice podle naroku 4 nebo 5, vyznadujici se tim, Ze ente-
ricky potah obsahuje Eudragit L.

s 8. Farmaceutickd kompozice podle niroku 7, vyznacéujici se tim, ze EudragitL je
L30D55.

10
8 vykresi

-15-
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