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A COP-1 és Th2 fokozdé citokinek gydgyaszati alkalmazasa

KIVONAT

A talalmany targya: eljaras autoimmun reakcidé elnyomasara
emldsokben, sclerosis multiplex diagnézis fennallasa esetén. En-
nek soran az emldsdknek nyalkahdrtyan keresztil COP-l-et és Th-2
fokozdé citokin aktivitdst nem-interferon polipeptidet adnak,
mimellett a COP-1 és a polipeptid a kombindcidéban az auto-immun
vidlasz csdkkenését el8idéz8 mennyiségben van jelen. A COP-l-et
elénydsen oralisan adjak be. A reakcié elnyomasara a COP-1-et és
a polipeptidet a kombindciéban olyan mennyiségekben alkalmazzak,
amelyek lényegesen hatédsosabbak, mint a COP-1 és a polipeptid
dnmagaban valé bevitele &altal elért hatas. Poli-peptidként IL-4-
et, amelynek aminosav szekvenciaja ugyanabbdl a fajtadbdl szarma-
zik, mint az emldésé, vagy IL-10-et és Th2 fokozd citokin aktivi-
tasu fragmentumait alkalmazzak.

Ugyancsak a taldlmany targyat képezi egy nyadlkahdrtya utjan
pbevihetd gybégyszerkészitmény sclerosis multiplex ellen, amely a
coP-1 és IL-4 kombinacidéjat tartalmazza olyan mennyiségben,
amely a kombindcidéban hatékony a sclerosis multiplex ellen.

COP-1 és IL-10 kombinacidéi ugyancsak felhaszndlhatoék.
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A COP-1 és Th2 fokozd citokinek gydgyaszati alkalmazasa

A taldlmany a sclerosis multiplex-szel /MS/ tarsult auto-
immun reakciék csdkkentési képessége javitasara iranyul.

Az autoimmun betegségekre jellemz8, hogy abnormalis immunva-
lasz lép fel, amely a sajat vagy autoldg szovetek ellen iranyul.
A széban forgd immunvalasz (vagy immunreakcid) alapjan emldsOk-
ben az autoimmun betegségek &altaldban két csoportra oszthatodk:
sejt 4&ltal (azaz T sejt altal) kozvetitett vagy antitest &ltal
kozvetitett tipustura. Az MS egy, a T sejt altal kozvetitett
autoimmun betegség /Trapp et al., New Eng.J.Med. 338(3), p. 278,
1998/. Vilagszerte 1 milliénal tobb, 30 és 40 év kozotti fiatal
felnétt szenved MS-ben. Az MS a kézponti idegrendszer legaltala-
nosabb betegsége és a neuroldégiai rendellenességek leggyakoribb
oka fiatal feln&ttekben. Patofizioldégiai alapon az &llapithaté
meg, hogy a keringé autoreaktiv T sejtek ko6zvetitik az MS bete-
gekben tapasztalhaté kozponti idegrendszeri karosodas zomét
(Rudick et al., New Eng.J.Med. 337, p. 1604, 1997).

Az MS-ben a T sejtek reagadlnak a bazisos mielin fehérjével
/MBP/, amely a kozponti idegrendszerben a mielin egyik komponen-
se. Annak kimutatédsa, hogy az MS betegekbdl a MBP-re specifikus
aktivalt T sejtek izolalhatdk, alatamasztja azt a feltevést,

hogy az MS olyan autoimmun betegség, amelyben a T sejtek ron-



csoljak a sajat vagy autoldg idegszdvetet (Allegratta et al.,
Science 247, p. 778, 1990).

Az MS primer 4&llati modellje a kisérletes allergids
enkefalo-mielitisz (EAE). Az EAE kénnyen indukdlhaté kis emld-
sokben MBP-vel megfeleld adjuvansban vagy a MBP reaktiv CD4+ T
sejtek passziv atvitelével (Alvord E.C. et al., Experimental
Allergic Encephalomyelitis: a Useful Model for Multiple Sclerosis,
1984; Makhatarian et al., Nature 309, p. 356, 1984; Ben-Nun et
al., J.Immunol. 129, p. 303, 1982). Az EAE-t egérben és patkany-
ban indukalé T sejtek felismerik azokat a peptideket, amelyek a
Major Histocompatibility Complex (MHC: nagyobbik hisztokompa-
tibilitasi komplex) II. osztalya sejtjeit bemutatd antigénben az
MBP immundominans régidinak felelnek meg.

Az MS-t jelenleg gyulladasgatldé és immunszuppressziv szerek-
kel kezelik; ezek ko6zé tartoznak pl. a kovetkezdlk:

(1) kortikoszteroidok, amelyek immunmodulator €s immunszupp-
ressziv hatassal egyarant rendelkeznek,

(ii) beta-interferon;

(iii) COP-1 /glatiramer-acetat/;

(iv) azatioprin, egy purin analdg, amely a sejt altal kdzveti-
tett és a humoralis immunitast egyarant csokkenti;

(v) intravénas immunglobulin;

(vi) metotrexat, amely gatolja a dihidrofélsav-reduktazt és a
sejt altal kozvetitett és a humordlis immunitast csokkenti;

(vii) ciklofoszfamid, egy alkilez&szer, amely citotoxikus és

immunszuppressziv hatésu és



(viii) ciklosporin, amely a T sejt aktivalas gatlasaval hatasos
immunszuppressziv anyag.

Az ilyen gyulladasgatldé és immunszuppressziv gydgyszerekkel
valé kezelés ellenére az MS-ben szenved$ betegek tébb, mint 50%-
—anak &llapota folyamatosan romlik, a gerincveld, kisagy és az
agykéreg fokalis roncsolddasa kovetkeztében.

Szamos jelenleg hasznalatos gydégyszer hosszutavu hatasa kor-
latozott, részben azért, mivel jelentds citotoxikus hatast fej-
tenek ki. A ciklofoszfamiddal valdé hosszantarté kezelés pl. a ko-
vetkezd betegségekhez vezethet: kopaszodas, hanyas, hemorragias
hélyaghurut, leukopénia, szivizomgyulladas, terméketlenség és
intersticialis tidéfibrézis. Az immunszuppressziv szerekkel vald
kezelés végiil is ,globalis” immunszuppresszidét idézhet eld a ke-
zelt betegben, és ez nagymértékben megnoéveli a fertézésveszélyt.
A hosszantartdé globalis immunszuppresszidénak alavetett betegek
esetében megnovekedett az a veszély, hogy a kezelés komoly orvo-
si problémakhoz vezet, amilyen a rosszindulatu daganat, veseka-
rosodas és cukorbetegség.

Az MS kezeléséhez egy masik megkodzelités az MBP intravénas
vagy orélis bevitele a T sejt immunvalasz modulalasara. Az MBP
vagy fragmentumainak - amelyek az MBP immundomindns epitdépjait
tartalmazzak - bevitele az immunrendszer elnyomdsat valtja ki
klén allergia vagy a T sejtre adandé valasz hianya okozasaval,
ami inaktivélja az MBP-re specifikus T sejteket. A végeredmény
az, hogy az MBP specifikus T sejtek szaporodasa leall MBP adago-
14s hatasara. A T sejtek szaporoddsi képességének hianya csok-

kenti az idegszovetek T sejtek altal kézvetitett roncsolddasat.



Autoantigének, amilyen az MBP, oralis adagolasa az MBP-vel
szembeni immunvalaszt aktiv szuppresszidé (anergia) révén nyomja
el, az alkalmazott doézis fiuggvényében. Az MBP egyszeri dbézisban
és lényegesen nagyobb mennyiségben valé hozzdadasa, mint az a
mennyiség, amely meginditja az aktiv szuppresszidt, ugyancsak
indukalhat toleranciat, klén delécié folytan.

Az MBP-nek az MS kezelésében hatékonynak bizonyult immunké-
miai analdégja a glatiramer-acetat vagy kopolimer-1 (COP-1)
(US 3 849 550; WO 95/31990). Kereskedelemben hozzaférhetd alak-
jaban ez szintetikus polimerek statisztikus keveréke, amely
6,0;1,9;4,7:;1,0 mélaranyban L-alanint, L-glutaminsavat, L-lizint
és L-tirozint tartalmaz. El8szdér az MBP immunkémiai megfeleldje-
ként szintetizdltdk. A COP-1 egyes monoklondlis antitestjei ke-
resztreakciét mutatnak az MBP-vel (Teitelbaum et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88, p. 9258, 1995). Azt is megallapitottak,
hogy a COP-1 az MBP-re specifikus T szuppresszor sejteket indu-
k4l (Lando et al., J.Immunol. 123, p. 2156, 1979). Egérkisérle-
tek arra mutatnak, hogy a COP-1 specifikusan gatolja azokat az
MBP specifikus T sejteket is, amelyek EAE esetén szerepet jat-
szanak a kozponti idegrendszeri szovet karositasdban (Teitelbaum
et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85, p. 9724, 1991).

BAr a COP-1 immunolégiailag hasonldé az MBP-hez, a COP-1 li-
nearis aminosav szekvenciajarél nem ismert, hogy homolég-e az
MBP aminosav-szekvencidjaval. A COP-1 ezenkivil bizonyos mérté-
kig immunolégiai kildénbségeket mutat az MBP-vel szemben. A COoP-1
pl. nem enkefalitogén, azaz injektalva nem okoz kisérletes aller-

giads enkefalitiszt (EAE), mig az MBP nagymértékben enkefalitogén
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(Teitelbaum et al., Eur.J.Immunol. 4, p. 242, 1971). Azt is meg-
4llapitotték (Burns et al., Neurology 36, p. 92, 1986), hogy nem
lép fel immunolégiai keresztreakcid sem.

A COP-1 bevitele a k&vetkezd hatadsokkal jar:

(i) ndveli az NK sejtek %$-os mennyiségét,

(ii) csokkenti a szérumban az IL-2 receptorok mennyiségét,

(iii) elnyomja a TNF-o-t és

(iv) noéveli a TNF-B-t és az IL-4-et (Ariel et al., Multiple
Sclerosis 3 (5), p. 5053, 1997).

Az MS-ben szenvedd betegeket sikeresen kezelték parente-
ralisan bevitt COP-1l-gyel (Bornstein et al., Transactions
American Neurological Association, 348, 1987). A betegek naponta
20 mg COP-1l-et kaptak s.c. injekcidé alakjaban (Bornstein et al.,
Annals of Neurology 11, p. 17, 1981). A kezelt betegekben
(i) az éves visszaesési arany 29%-kal alacsonyabb volt,

(ii) nagyobb azon betegek hanyada, akiknél nem kovetkezett be
visszaesés a klinikai betegségben (34% 27%-kal szemben) és

(iii) a kezelt csoport Jjelentds javulast mutatott az ,elnyuld
betegség-statusz skala” tekintetében (ez a fizikai fuggeés
standard klinikai mértéke MS-ben szenvedd betegeknél).

Ujabb vizsgdlatok arra mutatnak, hogy a COP-1 hatasos az EAE
kezelésére oralis bevitel mellett [Teitelbaum et al., Multiple

Sclerosis 3(5), p. 169, 1997]. A COP-1 oralis bevitele patka-

nyoknak
(1) csdkkentette az EAE sulyossagat és eldéfordulasi gyakorisa-
gat,

(ii) gatolta a T sejt szaporodasi reakciodt és



(iii) gatolta a Thl citokin képzddést.

Az autoimmun betegségek kezelhetdk bystander antigének ora-
lis bevitelével. Ez a kezelés egy aktiv szuppresszidés mechaniz-
muson nyugszik. Ezt a médszert részletesen ismerteti a WO
93/16724; lényege az, hogy oralisan az autoimmun tamadasnak ki-
tett szdvetre specifikus antigéneket viszink be.

Bystander antigének oralis bevitele aktivalja a regulator
(szuppresszor) T sejteket (amelyek CD4+ vagy CD8+ tipusuak 1le-
hetnek), amelyek a tamadasnak kitett szerv vagy szovet felé ira-
nyulnak és itt legaldbb 1 antigén nemspecifikus immunszuppresz-
sziv faktor vagy immunregulator citokin (amilyen a TGF-5, IL-4
vagy IL-10) felszabadulédsat valtjak ki, elnyomva ezaltal a helyi
immunvalaszt.

A bystander antigénekkel vald oradlis kezelés kozelebbrél azt
valtja ki, hogy reguldtor (szuppresszor) T sejtek indukalédnak a
bélhez kapcsoldédd limfoid szovetben (GALT) vagy inhalalassal
tdrténd bevitel esetén a nydlkahartyadval tarsult limfoid szdvet-
ben (MALT). Ezek a reguldtor sejtek a vérben vagy nyirokszovet-
ben szabadulnak fel, majd az autoimmun betegség altal befolya-
solt szervhez vagy szdvethez vandorolnak. Itt a T sejtek elnyom-
hatjak a kérdéses szerv vagy szdvet autoimmun megtamadasat. A
bystander antigének &ltal aktivalt T sejtek az autoimmun tamadés
helye felé iranyulnak és itt egyes immunmoduldtor faktorok és
citokinek helyi felszabadulasat valtjak ki, amilyen a beta
transzformans ndvekedési faktor (TGF-B), az interleukin-4 (IL-4)
vagy az interleukin-10 (IL-10). Ezek koézul a TGF-B egy antigén-

nemspecifikus immunszuppressziv faktor, amennyiben elnyom min-



denféle immuntamadast, fiuggetlenil attdél, hogy milyen antigén
valtja ki ennek a felszabadulasat. Mivel a bystander antigénnel
kivaltott oralis tolerancia csak az autoimmun tamadas k&zelében
valthatja ki a TGF-B felszabaduldsat, nem 1lép fel szisztémés
immunszuppreszié. Az IL-4 és az IL-10 ugyancsak antigén nemspe-
cifikus immunregulator citokin. Az IL-4 a T sejt prekurzorokra
hatva kildéndsen a Th2 reakciéjat fokozza. Ennek eredményeként a
T sejtek kitiintetetten Th2 sejtekké differencidldéddnak. A Th2
sejtek szamos citokint termelnek, amilyen - nem korlatozd jel-
leggel - az IL-4, IL-5, IL-6 és IL-10. Ezek a citokinek szabéa-
lyozzak a B limfocitak kiilénb6zé tipusu (pl. IgGl) immunglobulin
termelését. A Th2 sejtek képesek arra is, hogy csodkkentsék az
immunrendszer mas effektor tényez6i 4&ltal Dbeinditott sejt-
immunvalasz intenzitasat (W.E. Paul. Fundamental Immunology,
Raven Press, p. 13-14, 1993).

Th? fokozdé citokinek MBP-vel alkotott keverék formajaban va-
16 bevitele nodveli az MBP szuppresszor hatasat mind a betegség
gyakorisaga, ind az EAE fellépésének késleltetése vonatkozasaban
(WO 95/27500). Igy példaul EAE-t indukdltunk SJL/J egérben 0,4
mg egér-MBP-vel valdé immunizalassal és megfeleld idd&kdzdkben
Mycobacterium tuberculosis és pertussis toxint is adtunk. Az
egereket todbb kisérleti csoportba soroltuk, amelyeknek per os a
kbvetkezd anyagokat adtuk be:
(1) tyaktojas lizozim /HEL/ mint kontroll,
(ii) egér IL-4,
(iii) egér MBP vagy

(iv) MBP + IL-4.



(3 O .
®ee oot oo LY

Az &allatokat 35 napon &t tartottuk megfigyelés alatt, hogy
fellép-e a betegség. Az oralis IL-4 (1000 egység) + MBP kombina-
cid csdkkentette mind a betegség fellépését, mind a klinikai kép
stilyossagat, ezenkiviil késleltette a betegség fellépését. A kom-
pbinaciéval vald kezeléssel elért késleltetés ténylegesen nagyobb
(30 nap), mint akar o¢nmagdban az IL-4-gyel vagy a MBP-vel (21
illetve 22 nap).

Mindmaig nem volt ismeretes, hogy az oralis COP-1 kombinal-
haté IL-4-gyel vagy IL-10-zel az MS hatékony kezelésének eléré-
sére. Az sem volt ismert, hogy egy Th2 citokin bevitele mas
autoimmun szuppressziv szerek oralis adagolasaval kombinalva al-
talaban eldényds az EAE vagy az MS kezelésében. Mig a COP-1 bizo-
nyos immunoldégiai tulajdonsdgai megegyeznek az MBP-ivel, amino-
sav szekvencidja statisztikus és nem ismert, hogy barmilyen
szerkezeti hasonlésidgat mutatna az MBP-vel. Bizonyos immunoldgi-
ai tulajdonsagaiban a COP-1 kilonbozik az MBP-t&6l. Ezért nem
volt eldéreldthatd, hogy a nydlkahartya utjan beadott COP-1 kom-
binaciéja a nyalkahdrtya utjan vagy parenteralisan beadott IL-4-
-gyel vagy IL-10-zel hatasos lesz-e az MS vagy az EAE kezelésé-
ben.

Ennek megfelelden a talalmany targya javitott és/vagy egy-
szerli eljards MS-ben szenvedd emlésok kezelésére.

A taladlmany tovabbi targya javitott eljards MS-ben szenveds
emlésdk kezelésére; ezzel kapcsolatban kivant esetben valasztha-

té kizardlagosan az oralis beviteli méd.



A taldlmany harmadik targya: eljaras MS-ben szenved$ emldsok
kezelésére a COP-1 bevitelével Jjard kiegészitd teradpia segitseé-
gével.

Azt talaltuk, hogy ha kombindljuk a kovetkezd lépéseket:

(1) COP-1 bevitele a nyalkahartya Gtjan és

(ii) Th2 fokozdé citokin aktivitéassal rendelkezd polipeptid bevi-

tele,

jéval hatasosabb médszerhez jutunk az MS-sel egyttt jardé auto-
immun reakcié elnyomasa tekintetében, mint ha a COP-l-et egye-
diil, vagy a Th2 fokozdé citokin aktivitassal rendelkezd peptidet
egyediil vinnénk be. Koézelebbrdél azt talaltuk, hogy az IL-4 vagy
IL-10 nyalkahartya utjén vagy parenteralisan torténd bevitele a
COP-1 nyalkahartya utjan toérténd bevitelével kombinalva jétékony
hatast fejt ki az MS kezelésében.

A leirasban idézett szabadalmi leirasok és irodalmi hivatko-
zdsok teljes egészében a leirads részének tekintenddk. A meghata-
rozasok és az értelmezések barmilyen iitkdézése esetén a leiras
tekintendé mérvadoénak.

A leirasban szerepld, alabbiakban felsorolt kifejezések je-
lentését a kovetkezdk szerint adjuk meg:

,Th2 fokozdé citokinek”: természetes antigén nemspecifikus immun-

reguldtor anyagok, amelyek

(i) normal 4llapotban a reguldtor immunrendszer sejtjei altal
valasztédnak ki vagy indukaloédnak és

(ii) novelik a Th2 sejtek gyakorisagat (és/vagy gatoljak a Thl

sejteket) .



,Emlés”: melegvérl szervezet, amely elevensziilé, immunrendszer-
rel rendelkezik és autoimmun betegségekre fogékony.
,Kezelés”: a sclerosis multiplex barmilyen megnyilvanulasanak,
klinikai vagy szubklinikai (pl. szdvettani) tiinetei megjelenésé-
nek megeldzését vagy késleltetését biztositd kezelés, valamint
megjelenésiik utdn a tinetek terapias elnyomdsa vagy enyhitése az
autoimmun tamadas elharitasa és az autoimmun szdvetroncsolas
megeldzése vagy lassitasa révén. Az autoimmun tamadas vagy reak-
cié ,elharitasa”, ,elnyomdsa” vagy ,csdkkentése” a tdmadas vagy
reakcié egy vagy tobb tinetének részleges csékkentését vagy ja-
vulasat jelenti. Az ,autoimmun reakcidé”-ra kifejtett »lényege-
sen” megnoévekedett elnyomdé hatas (vagy a reakcid elhéaritéasa vagy
csdkkentése) az MS egy vagy tébb markerében vagy szévettani vagy
klinikai jellemz&jében bekovetkezett jelentds csbkkenést jelen-
ti. Nem korlatozé jellegd példa: legalabb 1 egységnyi csokkenés
a végtag paralizis osztalyzataban.

A leirasban alkalmazott kifejezés, amely szerint a Th2 foko-
26 citokint a COP-1-gyel ,egyutt”, azzal ,tarsitva” vagy
,kombinacidéban” visszik be, a COP 1l-et megeldzden, lényegében
egyidejlileg vagy azt kovetden torténé adagolast Jjelenti. A
.lényegében egyidejileg” azt jelenti, hogy a beadds azonos 24
6ras idétartamon belil és elénydsen +1 6ran belll toérténik.

Az ,oralis” adagoléas oralis, enterdlis vagy intragasztrikus
bevitelt jelent.

A ,nyalkahartya utjéan” tdérténé bevitel oralis, enterdlis,
intragasztrikus, intranazalis, inhalacids, bukkadlis vagy barmi-

lyen mas beviteli médot jelent, amelynek eredménye a nyalkahar-
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tyaval tarsult limfoid szévet (MALT) antigéneknek vald kitétele.

A limfoid szévettel tarsult gyomor-bél szakaszba (GALT) torténd

pevitelt a ,nyalkahartya Utjan” torténd bevitel kdrébe soroljuk.
A ,parenteralis” bevitel s.c., i.d., i.m., i.v., 1i.p. vagy

intratekalis adagolast jelent.

Allat modellek

A leirasban olyan modell rendszerre hivatkozunk, amelyet az
MS:EAE tanulmanyozasara fejlesztettink ki. A szakember szamara
nyilvanvald, hogy szamos, az MS-sel kapcsolatos potencialis im-
munterapias médszert eldszdr allat modell rendszerben prébalnak
ki. A betegséget MBP-vel vagy proteolipid proteinnel (PLP) és
egy adjuvanssal (ilyen pl. a Freund-f. komplett adjuvans, ,CFA”)
valdé immunizalassal indukaljak. A betegség indukalasara hasznalt
antigén az autoantigén, MBP vagy PLP. Barmelyik antigénnel valéd
immunizalas a mielin vesztéssel jard betegség egyfazisu vagy su-
lyosbodd/visszavonuld tipusat indukalja (a ragcsald tipusatodl,
fajtajatol és az indukcid joél ismert részletei figgvényében) . Az
indukalt betegség szamos ugyanolyan jellemz&t mutat, mint az MS
mint autoimmun betegség komponensei, ezért a betegség allat mo-
delljeként szolgdl. Tovabba: az EAE oralis toleranciat kivalté
médon vald sikeres kezelése és a betegséget indukald sejtek gya-
korisaganak csokkentése terén emberben elért parhuzamos siker,
valamint az a kodrilmény, hogy mielin ordlis adagolasa esetén sok
esetben javulnak az MS tilinetei, igazolttad tette az EAE mint mo-
dell rendszer alkalmazasat a kiildonbdzd ordlis toleranciat kival-

t6 moédszerek sikerének eldrejelzésében.
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Az eldbbi modell rendszert alkalmaztuk a hatékonysag és a
taldlmany szerinti javitott kezelés eldnyeinek kimutatasédra. A
modell kiildndsen alkalmas a terapidk vizsgédlatara, mivel az EAE-
-ben megfigyelt immunolégiai mechanizmus kdzeli megfeleléje az
MS—ének. Oralis tolerancia kivaltdsa sordn a modellben kapott
autoimmun szuppresszié fiiggetlen a humd&n MS autoimmun betegség
6s az 4allat modell kdzodtti tényleges vagy lehetséges kiildnbsé-
gektél. A modell kiuldnosen alkalmas a Th2 fokoz6é citokinek hasz-
nalatan alapuld terapidk vizsgadlatara, mivel az ilyen citokinek
altalaban azonos vagy hasonld aktivitast mutatnak allat model-
lekben és emberben.

A CcOP-1, IL-4 és IL-10 eldallitasa

A talalmany szerint a COP-1 nyalkahartya utjan valdé bevite-
1ét - egy Th2 fokozdé citokin hatéasu peptid nydlkahdrtya utjan
vagy parenterdlisan valdé bevitele mellett - hasznadljuk fel az
MS-sel tarsult autoimmun reakcidé elnyomaséara.

A taladlmany szerinti COP-l-et ismert médon allithatjuk eld.
fgy a COP-1 eldallithaté az US 3 849 550 szerinti eljarassal,
amelynek soradn a tirozin, alanin, y-benzil-glutamat és e-N-tri-
fluor-acetil-lizin szobahbémérsékleten, vizmentes dioxanban,
dietil-aminnal mint inhibitorral polimeriz&lhatdé. A glutaminsav
y-karboxilcsoportjanak eltavolitasat HBr-dal (jégecetben) végzik;
ezt kdveti a trifluor-acetil-csoportok eltavolitésa a lizin ma-
radékokb6l 1 M piperidinnel. A kapott polipeptid keverék lénye-
gében az alanin, glutaminsav, lizin és tirozin polimerjeibdl

all, kb. 6:2:5:1 aranyban.
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A COP-1 a kereskedelemben is hozzaférheté (Teva Pharma-
ceuticals, Kfar-Saba, Izrael).

A COP-1 a talalmany szerinti felhasznalashoz barmilyen for-
maban kikészithetd, amelyben megtartja terdpids hasznossagat.
Ezek a formak pl. kiilénbdzé molekulatémeg-tartomanyokba esé
peptidek keverékei. A keresett molekulatdmegi COP-1 ismert médon
4llithaté eld. Ezen médszerek kozé tartozik a COP-1 gélszlrése,
nagynyomasu folyadékkromatografiaja a nagy molekulatomegli vegyli-
letek eltavolitasara (WO 95/31990). Egyik kiviteli alak esetében
a COP-1 kb. 75%-ban a kb. 2 - kb. 20 kDa molekulatdmeg tarto-
manyba esé polimer féleséget tartalmaz. Egy masik kiviteli alak
esetében a COP-1 atlagos molekulatémege kb. 4 - kb. 9 kDa. Maga-
to6l értetddik, hogy a COP-1 enzimes vagy mas lebontasnak vethetd
ala olyan polimer fajtdk eldallitasara, amelyek hosszUsaga vagy
valamely mas tulajdonsdga kilonbozik az ismert médszerekkel els-
allitott szokasos COP-1-étdl.

Egy kitlintetett megvalbésitasi méd szerint a COP-l-et IL-4-
—-gyel vagy IL-10-zel kombindlva adjuk be. Az IL-4 és az IL-10 a
kereskedelemben hozzaférheté (Pharmingen, San Diego, CA). Ezek
természetes forrdsokbdél (T sejtek) is elkilodnithetdk, amelyekben
valamelyik citokin termelédik (John E. Coligan et al., Current
Protocols in Immunology. Vol. 1, Chapter 6, J.H. Wiley and Sons,
Inc., 1997). A két citokin a rekombinadns DNS technoldgia alkal-
mazasaval is elsallithatd, baktérium, élesztd, rovar és emlds
sejtekben a szakember &ltal jél ismert technikak alkalmazasaval.
A human IL-4-et kdédold DBS szekvenciat pl. Yokota et al. (Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 83, 5894, 1986) ismerteti.
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A taldlmany szerint a beviteli méd a COP-1 és az IL-4 vagy
IL-10 esetében egyarant az oralis vagy az enteralis. A kitlnte-
tett oralis vagy enteralis gydégyszerkészitmény (pl. pirula, fo-
lyadék vagy kapszula) olyan mennyiségld COP-l-et és IL-4-et vagy
IL-10-et tartalmazhat, amely a kombinacié alakjaban hatékony az
MS kezelésében.

A taldlmany szerinti oralis vagy enteralis gybdgyszerkészit-
mények tartalmazhatnak kozombds hatdanyagokat, amint ez a tech-
nika allasabol joél ismert, amilyenek a gydgyaszatilag elfogadha-
té vivéanyagok, higitdk, toltdanyagok, oldddast elésegitd wvagy
emulgedldé anyagok és sék. A tablettak pl. a szokdsos eljarasok
szerint készithet&k ki, a szakteriileten j6l ismert sziladrd vivé-
anyagok alkalmazasaval. A taladlmany szerint alkalmazott kapszu-
1ak barmely gyégyaszatilag elfogadhaté anyagbdl készulhetnek,
amilyen a zselatin vagy a celluldz szarmazékok. Oralisan bevihe-
té adagolasi formdk esetében késleltetett felszabadulast bizto-
sitd oralis beviteli rendszerek és/vagy enterdlis bevonatok 1is
figyelembe vehetdk (US 4 704 295; 4 556 552; 4 309 404 és 4 309 406).

példa a szilard vivéanyagokra: keményitd, cukor, bentonit,
szilikagél és mas altalanosan hasznalt vivdéanyagok. Tovabbi, nem
korlatoz6 7jellegii példdk a taldlmany szerinti készitményekben
alkalmazhaté vivéanyagokra és higitdkra: sdoldat, szirup, dext-
roz és viz.

A hatdanyag(ok) egységben kifejezett mennyisége az egyedi
doézisban, minden adagolasi alak esetében, nem kell, hogy onmaga-

ban hatasos mennyiséget képviseljen, mivel a szikséges hatasos



15 ° .... ..o.:o.o

- [ .
eee o000 o oo oo

mennyiség elérhetd tobb dézisegység (pl. kapszula, tabletta vagy
ezek kombinacidja) beadésaval.

A COP-1 és az IL-4 vagy IL-10 bevihetd egyszeri vagy tdbb-
szdros adagolasi forma alakjéban, kidldn-kidlén vagy egyitt.

A COP-1 vagy a Th2 fokozd citokinek inhaldlassal is beada-
golhaték (WO 91/08760). A talalmany egy tovabbi foganatositéasi
médja szerint a bevitel aeroszél alakjaban vagy inhaldlas torté-
nik. A COP-1 vagy a citokin adagolhaté szaraz por részecskek
alakjaban vagy gaz vivéanyagban szuszpendalt atomizalt vizes ol-
dat formajaban is.

A taldlmany szerinti, inhal&léassal valé bevitelre szant
gybégyszerkészitmények tetszdleges komponensként tartalmazhatnak
gydégyaszatilag elfogadhaté vivdanyagokat, higitdkat, oldddéast
elésegité és emulgedléd szereket és a szakterlleten jol ismert
sbkat. Példak az ilyen anyagokra: hagyomanyos séoldatok, pl. fi-
zioldégiasan pufferolt soéoldatok, és kb. 1 mg - kb. 300 mg anti-
gént tartalmazd viz.

A taldlmany megvalésitasaban hasznosak a szaraz aeroszdlok
is, amelyek a hatdanyag finom eloszlasu részecskéit tartalmazzak
és ez utdébbiak nem oldhatdék vagy szuszpenddlhatdk folyadékban. A
hatéanyag por alaki lehet, és olyan finom eloszlasu részecskéket
tartalmaz, amelyek Aatlagos részecskenagysadga kb. 1-5 mikron,
elénydsen 2-3 mikron. A finom eloszlasi részecskéket a szakteri-
leten j6l1 ismert poritadsi és szitan szlrési moédszerekkel allit-
hatjuk elé. A részecskék ugy vihetdék be, hogy a finom eloszlasu
anyagbél (amely por alaku lehet) eldre meghatarozott mennyiséget

inhaldltatunk.
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A talalmany szerinti gydgyszerkészitmények aeroszél permet
alakjaban is beviheték, pl. egy kddképzé alkalmazasaval (US
4 624 251; 3 703 173; 3 561 444 és 4 635 627). A kezelendl beteg
belélegzi az aeroszdl anyagot.

Az inhaldlasra szant gydégyszerkészitmény eldadllitasaban fel-
hasznalhaté vivSanyagok és/vagy higitdék jellegzetes, nem korla-
tozé példai: viz, és fizioldégiailag elfogadhatéd pufferolt séol-
datok, pl. a pH 7,0-8,0 foszfat pufferes sbéoldat. A talalmany
szerinti inhaldciés gydgyszerkészitményekben vagy adagolasi ala-
kokban haszndlhaté megfeleld vivdanyagokra vagy higitdkra tovab-
bi, nem korlatozé jellegli példédkat mutat be az US 4 659 696;
4 863 720 és 4 698 332.

A taldlmany gyakorlati megvaldésitadsa sordn az aeroszél bevi-
telére mas rendszerek is alkalmasak, mint a nyomas alatti dozi-
méteres inhalator (MDI) és a szaraz por inhalator (S.P. Newman,
Aerosols and the Lung. Butterworths, London, p. 197-224, 1984).

Az itt targyalt tipusoknak megfeleld aeroszél beviteli rend-
szerek szamos kereskedelmi forrasbdél beszerezhetdk (Fisons Co.,
Bedford, MA; Schering Corp., Kenilworth, NJ; American Pharmoseal
Co., Valencia, CA).

Az IL-4 vagy IL-10 parenterdlis bevitele toérténhet s.c.,
i.m. vagy i.p. uton; ezek kdziik kitlintetett kezelési célokra a
s.c. Parenteralis bevitel esetében az IL-4 vagy IL-10 steril soé-
oldatban vagy mas, a szakteriileten jél ismert vivdanyagban for-
mazhaté és tartalmazhat a szakteriileten standard-nek tartott hi-

gitdékat és stabilizatorokat.
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Az MS kezelése kombinacids terég}éval

Meglepé médon azt taldltuk, hogy COP-1 nyadlkahartya utjan
IL-4-gyel vagy IL-10-zel egyltt (nyadlkahartya Gtjan vagy
parenteralisan) azt eredményezi, hogy az MS-nél és allat modell-
jeiben szokasos autoimmun reakcidk elnyomasa kovetkezik be. A
kombinaciés terapia hatasa lényegesen nagyobb, az egyes kezelé-
sek kildn-kiildén végzéséhez képest. Pl.: oradlis IL-4-gyel vagy
IL-10-zel COP-1 oralis beadasa mellett végzett kezelés mint
kombinaciés terapia joéval nagyobb csokkenté hatast fejt ki az
EAE klinikai osztalyzatara, mint az egyedil a COP-l-gyel vagy a
citokinnel végzett kezelés.

Autoimmun betegségek klinikai és szdévettani tuneteinek
szuppressziéja egy meghatarozott minimalis dbézis bevétele utan
kévetkezik be, amely azonban valtozik a betegség, az emlds fajta
és a citokin min&sége filiggvényében. Oralis IL-4 esetében a hata-
sos dézis tartomany, ember és kombindcids teréapia vonatkozasa-
ban, elényosen 500-1 000 000 nemzetkodzi egység (NE)/nap, eldényo-
sebben kb. 2000-50 000 NE/nap és legeldénydsebben kb. 5000-kb. 20
000 NE/nap. Hasonldé dézisok alkalmazhatdk IL-10 bevitele eseté-
ben. A maximalis dézist leginkadbb kisérleti Gton &llapitjuk meg.
Varhat6, hogy nagyobb dézisok megengedhetdk, de szliikségtelenek.

A COP-1 terapia kiegészitéseként az IL-4 parenteralisan is bevi-
hetd, de ennek szisztémds hatédsal miatt eldnyben részesitjik az
IL-4 oralis adagolasat. A parenterdlis IL-4 azonban nagyon haté-
kony az autoimmun betegségek elnyomasaban. EmlSsdk esetében a
parenteralis dézis é&ltaléban kb. 500-kb. 1 000 000 IL-4, de a

tartomany felsé hatarat leginkabb kisérletekkel hatdrozzuk meg.
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Felsd hatarnak tekintjik azt a mennyiséget, amely mellett a
parenteralis IL-4 maximalis szuppressziv hatédsa figyelheté meg
(azaz a hatékonysag nem veszhet el, ha magasabb mennyiségeket
veszink, de ez sziikségtelen lehet). A parenteralis adagolas s.c.
térténhet, &ltalaban masnaponta egyszer (korlatozas nélkil),
egyszeri vagy megosztott dézisban. Hasonld dbézisok és adagolasi
gyakorisadg alkalmazhaté az IL-10 esetében.

A taladlmany szempontjabdél nem szikséges, hogy egy IL-4 doézis
snmagaban hatékony legyen. TH-2 fokozd citokinek szuboptimalis
dozisai alkalmazhaték ugyanis, amelyek potencirozzak a COP-1 ha-
tasat.

Az MS kezelésére a COP-l-et altalaban 0,01 -1000 mg/nap dé-—
zisban alkalmazzuk. Egyik megvalésitdsi méd szerint 0,5-50 mg
dézistartomanyt alkalmazunk. Feltehetd, hogy alacsonyabb vagy
magasabb dézisok megengedhetdk, és hogy nem szlikséges, hogy a
COP-1 dbézis odnmagdban hatékony legyen.

A szakember kdteles tudasdhoz tartozik, hogy az itt kozolt
tajékoztatds alapjan megédllapitsa a hatasos dézistartoméanyt,
ill. az optimalis mennyiséget. Ember és emldsok esetében az ada-
golast wUgy optimalizaljuk, hogy viszonylag alacsony citokin és
COP-1 dézissal kezdink (pl.: 1 mg/nap COP.1 és 500 NE IL-4),
majd fokozatosan (pl. logaritmus szerint) noéveljuk a dézist és
mérjik a kezeléssel jard bioldgiai reakcidt, pl.:

(i) mérjik a regulatorsejtek (CD4* és/vagy CD8") indukciojat (Y.

Chen et al., Science 255, p. 1237, 1994);

(ii) mérjik a kerings T sejteken jelenlevd II. osztalyu fellleti

markerek szamanak csdkkenését;
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(iii) mérjik a TGF-P (és/vagy IL-4-et vagy IL-10-et) kivalasztd
sejtek szamanak csokkenését,

(iv) meghatdrozzuk az immun témadast végrehajtd T sejtek szamat
és aktivalédasat a vérben (pl. higitdsos elemzéssel és a
szaporodbképesség korlatozasaval) vagy

(v) j61 ismert értékelési médszerek szerint osztalyozzuk a be-
tegség sulyossagat (pl. oly médon, hogy mérjik a rohamok
szamat, az iziuletek duzzadtsagdt, a szoritas erdsségét, me-
revséget, a latas élességét, a gydgyszer szedés csbkkentése
vagy abbahagyasa képességét) .

Hatasos dézisnak tekintiink minden olyan dézist, amely leg-
alabb statisztikusan vagy klinikailag szignifikans gyengilest
(csbkkenést) okoz valamelyik ilyen markerben és eldnydsen azt,
amely az MS-re jellemzd tinetek legaldbb egyikét enyhiti az ada-
golasi vizsgalat alatt. |

A COP-1 IL-4-gyel vagy IL-10-zel egylitt naponta egyszer vi-
heté be 30 naptdél tobb hénapig (pl. 3-6) vagy évekig (pl. 2-6)
terjedé idétartamon at. Kivant esetben egyes napokon egyedil
vagy a COP-1 vagy az IL-4 (vagy IL-10) vihetd be és mas napokon
a masik komponenssel egyiitt adagolhaté. A terdpia ad infinitum
folytathaté (amig az elért elény tartdssa nem valik), mivel az
oralis beviteli moéd alacsony kockdzatot jelent a mellékhatasok
tekintetében.

Az IL-4-et vagy IL-10-et a COP-1l-gyel egyiitt tartalmazd ora-
lis adagolasi alakokhoz proteaz inhibitorok (amilyen pl. a szb6-

jabab tripszin inhibitor, aprotinin, antipain) adhatdék, az ab-
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szorbealt mennyiség névelésére. Ebben az esetben az IL-4 doézis
csdkkenthetd.

Az adagolds és a beviteli gyakorisdg optimalizalasara kiva-
natos lehet a beteg megfigyelése. A pontos mennyiség és a beteg-
nek valé beadas gyakorisaga valtozhat az &llapot, a megjelenési
gyakorisag és a betegség sulyossaganak fiiggvényében, mint ezt az
irodalom hiven tiikrozi. Ezt az optimalizdlast eldnydsen eseten-
ként hajtjuk végre. Az immunszuppresszidhoz szlikséges dézis op-
timalizalasa csupan rutin kisérletezést igényel, tekintettel ar-
ra, hogy az irédnyvonalakat bemutattuk.

A betegség sulyossaganak értékelése a betegség tipusatédl
figgéen jo6l ismert médszerekkel torténhet. Ezek a mbdszerek,
korlatozas nélkil, a kdovetkezd8kre terjednek ki:

MS: a rohamok sulyossadga és szama egy adott iddétartam alatt, a
betegség elérehaladasa /ez pl. az EDS (tartdés betegségi sta-
tusz)/ alapjan mérhetd; a karosodott helyek szama és kiterjedése
az agyban (pl. magneses rezonancia kép segitségével) és az
autoreaktiv T sejtek gyakorisaga.

EAE: végtag paralizis, amely a kovetkezdképpen osztalyozhatd: 0
- betegség nélkiil; 1- csokkent aktivitéas, 16gé farok; 2 - enyhe
paralizis, labilis tartas; 3 - mérsékelt parapézis, a végtagok
szétvetése; 4 - bénulads és 5 - exitus.

A kezelés hatékonysaganak egyik jelz8je a tlinetek stabiliza-
l6dasa olyan korilmények mellett, amikor a kontroll betegek vagy
dllatok rosszabboddé tiineteket mutatnak. Egy masik mértéke a ja-
vulasnak mas gyoégyszerek (pl. szteroidok vagy méas gyulladas-

gatlé gydgyszerek és bioldgiai valasz mbédositdk, pl. metotre-



21 oo e ese o

xat, s.c. interferon stb.) szedésének csokkentése vagy abbaha-

gydsa. Az optimalis COP-1 és IL-4 vagy IL-10 dbézis az, amely a

maximalis gyoégyité hatast (1. az el&bbieket) fejti ki. Klinikai-

lag szignifikansnak tekintjik azt a javulast, amelyet a klinikus
orvos vagy szakember allapit meg.

A nyalkahartya Utjan bevitt COP-1 és egy Th2 fokozé citokin
aktivitasu polipeptid hatasossadganak fokozadsadra mas citokinek és
nem-citokin szinergetikus anyagok is haszn&lhaték. A WO 95/27499
mas citokin szinergetikus anyagok (1 tipusu interferonok) oralis
alkalmazasat irja le. A talalmény keretében alkalmazhaté sziner-
getikus nem citokinekre nem korlatozé jelleggel a kovetkezd pél-
dakat emlitjik meg:

- szamos gram negativ baktériumbdél(az E. coli kidldénbdzS altipu-
sai és Salmonella) szarmazé bakteridlis lipopoliszacharidok
(LPS, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO; ICN Biochemicals, Cle-
veland, OH; Polysciences, Inc., Warrington, PA)

- immunregulator proteinek, 1igy a tripalmitoil-S-glicarilcisz-
teinil-szeril-szerinhez (P3C55) kovalensen kotdtt peptidek,
amelyek a Deres et al. (Nature 342, p. 561, 1989) altal leirt
modon allithatdk eld vagy

- az E. coli ,Brown-féle” lipoproteinje, amely a Brown altal is-
mertetett médon (Biochim. Biophys. Acta 435, p. 335, 1976) al-
lithaté eld.

KitlGntetett az LPS és kiilénosen kitlintetett a lipid A, mivel
kevésbé toxikus, mint a teljes LPS molekula. A taladlmany szerin-

ti felhasznalasra az LPS gram-negativ baktériumokbdél vonhatéd ki
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és tisztithatd Galanes et al. (BEur. J. Biochem. 9, p. 245, 1969)
és Skelly et al. (Infect.Immun. 23, p. 287, 1979) médszerével.

Nem-citokin szinergistdk esetében az emldésokre vonatkozd do-
zis-tartomany kb. 15 pg - kb. 15 mg/kg testtomeg és elénydsen 300
pg - 12 mg /kg testtomeg. Az oralis 1 tipusu interferon esetében
a hatasos doézistartomany emlésdk esetében 1000 - 150 000 egység;
maximalis hatasos dbézist nem &llapitottak meg.

Anyagok és moédszerek

A kévetkezdkben leirt kisérletek soran a kovetkezd anyagokat
és moédszereket alkalmaztuk:

Allatok

A 8 hetes SJL/J egereket a Jackson Laboratories-tdél (Bar
Harbor, ME) szereztiik be. Az allatokat standard laboratdériumi
étrenden tartottuk, vizet ad libitum fogyaszthattak. Az allatok
tartdsa a Committee on Care of Laboratory Animals of the
Laboratory Research Council (Pub. #DHEW:NIH, 85-23, feltlvizsgal-
va 1985-ben) irédnyelvei szerint toértént.

Antigének és reagensek

Az MBP-t agyszovetbdl tisztitottuk Deibler et al. (Prep.
Biochem. 2, p. 139, 1972) médszere szerint. A fehérjetartalmat
és tisztasagot gélelektroforézissel és aminosav elemzeéssel ko-
vettiik. A hisztont, tyiktojas lizozimet és ovalbumint a Sigma-
t6l (St. Louis, MO) szereztik be.

A tolerancia indukcidéja

Az oralis tolerancia (vagy aktiv szuppresszid) kivaltasara
egereknek 0,5 mg MBP-t vagy 0,25 mg COP-l-et adunk 1 ml foszfat-

pufferes séoldatban (PBS) oldva vagy egyedil PBS-t gyomorintubaldas
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segitségével (18-as méretil rozsdamentes allati takarmany adagoléd
td, Thomas Scientific, Swedesboro, NJ). Az allatokat 2-3 napos
id8kozokben dtszdr etettik és az utolsd etetésre 2 nappal az im-
munizéalas eldétt kerilt sor.

Az EAE indukcidja

Az aktivan indukalt betegség esetében az egereket ugy immu-
nizaljuk, hogy bal talpukba 100 pg MBP-t (0,1 ml PBS-ben oldva)
adunk be. Az oldat teljes Freund-féle adjuvanst (CFA) és 4 mg/ml
Mycobacterium tuberculosis-t is tartalmaz.

Klinikai értékelés

Az Allatokat naponta szemrevételezzik annak megallapitasara,

hogy fellépett-e az EAE. Az EAE klinikai stlyossagat a kovetke-

z6képpen osztalyoztuk: 0 - nincs megbetegedés; 1 - 16g6 farok;
2 - hatsé lab paralizis; 3 - hatsé 1lab paraplégia, inkontinen-—
cia; 4 - tetraplégia és 5 - exitus. A betegség id&tartamat ugy

mértiik, hogy mindegyik &llatra meghatdroztuk a betegség megjele-
nése 6ta a teljes gydégyulasig vagy az exitusig eltelt napok sza-
mat (ez a kontroll egerek esetében &ltaldban 9 nap az aktiv im-
munizalas utan).

Szovettan

A patoldgids elvaltozasok szdévettani elemzését olyan alla-
tokban végezhetjiik, amelyekben EAE-t indukaltunk. A gerincagyat
a betegség indukalasa (adoptiv transzfer) utani 15. napon elta-
volitjuk és 10 %-os semleges, pufferolt formalinnal fixadljuk.
Paraffin metszeteket készitiink és ezeket a szokasos eljarassal
(Sobel et al., J.Immunol. 132, p. 2393, 1984) Luxol gyors kék

hematoxilinnel és eozinnal megfestjik. A gerincagy szovetbdl
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mindegyik 4llat esetében azonos médon mintat veszink és szemre-
vételezéssel metszetenként meghatdrozzuk a gyulladasos gbcok
(20-nal tobb aggregadlt gyulladésos sejtb&l allé csomdk) szamat a
parenchimdban és az agykéregben (Soebl et al., 1. az eldz8 idé-
zetet) .

Statisztikai elemzés

A klinikai értékeket kétlépcsds Wilcoxon-f. rangdsszeg pro-
baval elemeztiik a mintdk osztalyzata alapjan. A betegség csopor-
tokon beliili gyakorisaga Osszehasonlitasara a chi? elemzést hasz-
naltuk. A kozépértékeket a Student t-teszttel hasonlitottuk Osz-
sze. Az egyes kisérletekhez 4altaldban csoportonként 5 allatot
vettink.

A taldlmanyt a kovetkezd példakkal szemléltetjik anélkil,

hogy ezzel az oltalmi koért korlatoznank.

1. példa: A TGF-P indukcidé vizsgalata

A TGF-P aktivitds mérése a tenyészet szérummentes feliluszdjaban

Tolerizalt egerekbdl szérummentes tenyészet feliiliszét nyer-
tink ki (Kehri et al., J.Exp.Med. 163, p. 1037, 1986; Wahl et
al., J.Immunol. 145, p. 2514, 1990). Roviden o6sszefoglalva: a
modulator sejteket el&szdr 8 oéran at tenyésztijik az antigénnel
(50 pl/ml) a tenyészté kdzegben. Ezutan a sejteket h&romszor mos-
suk és szérummentes kozegben uUjra szuszpendadljuk a 72 o6ras te-
nyésztési id&é fennmaraddé héanyadan at, majd dsszegyljtjik és a
vizsgalat elvégzéséig lefagyasztva tartjuk. A TGF-B tartalom és
az izoform tipus feliluszéban vald meghatarozasat menyét tidé

epitelidlis sejtvonallal (ATCC, Bethesda, MD, CCL-64) végeztik,
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Danielpour et al. moédszerével (J. Cell. Physiol. 138, p. 79,
1989) és ELISA vizsgalattal igazoltuk a korabban leirtak szerint
(Danielpour eﬁ al., Growth Factors 2, p. 61, 1989). Az aktiv
TGF-P %$-os mennyiségét a mintak eldzetes savas aktivalasa nélkiil
hataroztuk megqg.

Egy masik megoldas szerint a képzdbdott TGF-B koncentracid
jelzésére transwell tenyésztdrendszer alkalmazhaté. Ez a te-
nyésztédrendszer a TGF-B mennyiségét a sejtszaporodas elnyomasa
fliggvényében méri.

A taladlmany szerinti médszerek tényleges immunszuppressziv
hatadsanak meghatarozasara ez a vizsgdlat, vagy hasonld vizsgala-
tok alkalmazhatodk.

2. példa: Az EAE szuppresszidja egérben oralis COP-1 és oralis

IL-4 vagy oralis IL-10 kombinacidjaval

Az ordlis COP-1 oralis IL-4-gyel vagy IL-10-zel valé kombi-
nalasanak hatékonysagadt a kovetkezd kisérletekkel igazoltuk. A
kisérleti elrendezés a kovetkezd:

Egér csoportok

Az egereket 6tszdr etettiik a k&vetkezdkkel:

1. csoport: ovalbumin (OVA) mint kontroll (500 pg)
2. csoport: OVA (1 MG) + IL-4 (1 pg)

3. csoport: OVA (1 MG) + IL-10 (1 ng)

4. csoport: MBP (500 ug)

5. csoport: MBP + IL-4 (1 [Tep)

6. csoport: MBP + IL-10 (1 ug)

7. csoport: COP-1 (250 pg)

8. csoport: COP-1 (250 pg) + IL-4 (1 pg)
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9. csoport: COP-1 (250 pg) + IL-10 (1 pg).

2 nappal az utols6é etetés utdn az egereket CFA-ba bevitt
MBP-vel immunizaljuk. EAE-t idézink eld 8 hetes nénemi SJL/J
egerekben, olyan szuszpenziéval, amely 100 pg egér MBP-t 0,1 ml-
-ben és 4 mg/ml Mycobacterium tuberculosis-t (MT) tartalmaz. Ezt
kéveti egy pertussis toxin injekcié (150 ng/egér) a O. és 2. na-
pon. Az allatokat 35 napon at figyeljik a betegség fellépésének
megéllapitasara. A 9. naptdl kezdve (0-5)-0s skdlan mindennap
értékeljiik a betegség tiineteit az allatokon.

E kisérlet eredményei arra mutatnak, hogy COP-1 + IL-4 vagy
COP-1 + IL-10 beadadsa jelentésen késlelteti a betegség fellépeée-
sét, csokkenti az exitusok szamat és/vagy csokkenti a klinikai
értékelésben az &tlagos vagy maximdlis osztdlyzatot. Ha IL-4-et
vagy IL-10-et adunk be az elébbi dézisokban, COP-l-gyel kombi-
nalva, ez jelentésen ndveli a szuppressziv hatast a COP-1, MBP

vagy citokinek egyedili adagolasahoz képest.

3. példa: A sclerosis multiplex elnyomasa COP-1 és IL-4 oralis

bevitelével

60 beteget, akik kiujulé-javuld tipusi MS-ben szenvedtek,
véletlenszerien 3 csoportba osztottunk. Az elsé csoport 20
mg/nap doézisban oralisan COP-l-et kapott. A COP-1-t az elébbiek-
ben leirtak szerint foszfat pufferes sdboldatban (PBS) adtuk be.
A masodik csoport oralisan IL-4-et kapott 10,000 egység/nap doé-

zisban. A harmadik csoport naponta 20 mg COP-l-et és 10,000 egy-
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ség IL-4-et kapott PBS-ben oldva. 2 éven at naponta folytattuk
az elébbiek szerinti adagolast.

A betegek klinikai &llapotat a kezelés megkezdése eldtt a
Kurtzke-féle tartds elégtelenségi statusz skalan. A betegek al-
lapotat mindegyik csoportban 3 havonta értékeltik a kisérleti
terv szerint. A COP-l-et IL-4-gyel egyitt szeddé betegek lényege-
sen nagyobb javuladst mutatnak a Kurtzke-féle tartds elégtelensé-
gi statusz skalan, mint az egyedil COP-l-gyel vagy IL-4-gyel ke-

zelt betegek.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras autoimmun reakcidé elnyomasara eml&sdkben, sclero-
sis multiplex diagndézis fenndllasa esetén, amely autoimmun reak-
cié a sclerosis multiplex-szel fiigg O6ssze, azzal Jjellemezve,
hogy az emlésdknek nyadlkahdrtyéan keresztul
i) COP-1l-et és
ii) Th-2 fokoz6 citokin aktivitasd nem-interferon polipeptidet

adunk,
mimellett a COP-1 és a polipeptid a kombindcidban az autoimmun
valasz csdkkenését eldidézdé mennyiségben van jelen.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a COP-t oré&lisan adjuk be.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a reakcidé elnyomasara a COP-l-et és a polipeptidet a kombinacid-
ban olyan mennyiségekben alkalmazzuk, amelyek lényegesen hataso-
sabbak, mint a COP-1 és a polipeptid onmagaban vald bevitele 4l1-
tal elért hatéas.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve, hogy
polipeptidként IL-4-et és TH2-fokozé citokin aktivitasu fragmen-
tumait alkalmazzuk.

5. A 4. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve, hogy
polipeptidként IL-4-et alkalmazunk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az IL-4 aminosav szekvenciaja ugyanabbdl a fajtabdl szarmazik,

mint az emldésé és ezt ordlisan adagoljuk be.
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7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
polipeptidként IL-10-et és Th2 fokoz6é citokin aktivitasu frag-
mentumait alkalmazzuk.

8. A 7. igénypont szerinti eljarads, azzal jellemezve, hogy
polipeptidként IL-10-et alkalmazunk.

9. A 8. igénypont szerinti eljaréas, azzal Jjellemezve, hogy
az emlésével azonos fajtadbdl szarmazd IL-10-et alkalmazunk.

10. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az emlds egy ragcsalé és a betegség egy ragcsald sclerosis mul-
tiplexe.

11. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve, hogy
az emlds egy ember és a betegség sclerosis multiplex.

12. Nyalkahartya utjan beviheté gydégyszerkészitmény sclero-
sis multiplex ellen, azzal jellemezve, hogy COP-1 és IL-4 kombi-
nacibéjat tartalmazza és a COP-l-et és az IL-4-et olyan mennyi-
ségben alkalmazzuk, amely a kombinacidban hatékony a sclerosis
multiplex ellen.

13. A 12. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy oradlis gyégyszerkészitményként készitjik ki.

14. A 12. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy benne a COP-1 és az IL-4 kombinacidja hatékonyabb a sclero-
sis multiplex ellen, mint akar a COP-1, akar az IL-4 egyedil.

15. A 12. igénypont szerinti készitmény, azzal Jjellemezve,
hogy a COP-l-et és az IL-4-et tablettaban kombinaljuk.

16. A 12. igénypont szerinti készitmény, azzal Jellemezve,

hogy a COP-l-et és az IL-4-et kapszuléaban kombinaljuk.
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17. Oralis gydégyszerkészitmény sclerosis multiplex kezelésé-
re, azzal jellemezve, hogy COP-1 és IL-10 kombinadcidjat tartal-
mazza, mimellett a COP-1 és az IL-10 mennyisége kombinalva hata-
sos a sclerosis multiplex ellen.

18. A 17. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy benne a COP-1 és az IL-10 kombinacidéja hatékonyabb a
sclerosis multiplex ellen, mint akar a COP-1, akar az IL-10
egyedil.

19. A 17. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy a COP-t és az IL-10-et tabletta alakban kombinaljuk.

20. A 17. igénypont szerinti készitmény, azzal Jellemezve,
hogy a COP-t és az IL-10-et kapszula alakban kombinaljuk.

21. Eljaras sclerosis multiplex ellen, azzal Jjellemezve,
hogy or&lisan hatasos mennyiségd kombindcidét adagolunk, amely

(1) polipeptid keveréket - amely alanin, glutaminsav, lizin
és tirozin polimert t 6:2,5:5:1 mélaranyban és
(2) IL-4-et tartalmaz.
22. Eljaras sclerosis multiplex ellen, azzal Jjellemezve,
hogy oralisan hat&sos mennyiségi kombinacidét adagolunk, amely
(1) polipeptid keveréket - amely alanin, glutaminsav, 1lizin
és tirozin polimert 6:2,5:5:1 mélaranyban és
(2) IL-10-et

tartalmaz.
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