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Prikazani izum se odnosi na nove primjene lizozimskog dimera 1 na preparate koji sadrze takav dimer. Nove primjene se
zasnivaju na opéem nacelu nespecificnog stimuliranja imunoloskog sustava i posebno su korisne za spre¢avanje 1/ili
lije¢enje simptoma ili oboljenja u vezi sa umanjenom funkcijom prirodnog obrambenog 1 regenerativnog sustava u tijelu
covjeka 1 Zivotinje.

Krajem osamdesetih otkriveno je da su dimerizirani oblici izvjesnih enzima, premda u sustini zadrzZavaju korisna svojstva
odgovarajucih monomera, daleko manje toksi¢ni nego monomeri a u nekim sluc¢ajevima ¢ak ne ocituju nikakva negativna
sporedna djelovanja kada se uzimaju u terapeutskim dozama. Protuvirusni i protubakterijski preparati koji sadrze kao
aktivni sastojak lizozomski dimer ili druge dimerizirane enzime, opisani su u WO 89/11294. Tu je objavljeno da
lizozimski dimer moZe inhibirati naglo razmnozavanje jednog broja bakterijskih vrsta kultiviranih na uzorcima uzetim od
pacijenata, kada se primjenjuje u koncentracijama od 1,25 - 20 mg/ml kulture. Takoder je objavljeno da dimer moze
lijeciti infekcije izazvane pse¢im parvovirusom (CPV) kada se daje oralno dva puta dnevno u dozi od 1 - 2 mg/kg tjelesne
mase. Kasnije su utvrdena druga pogodna svojstva lizozimskih dimera i razvijene su dodatne terapeutske primjene lijeka,
naroc¢ito za lijeCenje bakterijskih i virusnih infekeija, kako je prikazano u, na primjer, WO 94/01127.

U WO 94/01127 prikazana je pretpostavljena teorija koja moze pomo¢i da se shvate razlicita djelovanja zapaZzena kod
lilozimskog dimera. Premda cjelokupan nacin rada lizozimskog dimera jo$ nije u potpunosti shvacen, ¢ini se da postoji
jedna dodatna sposobnost lijeenja koja se ne moZe objasniti bakterioliti¢kim djelovanjem odgovarajuéeg monomera.
[zumitelji su zapazili izvjesno imuno-stimulativno djelovanje dimeriziranog lizozima, koje se posebno odnosi na
moduliranje razine citokina. Pored toga, na osnovu eksperimenata je zakljuceno da lizozimski dimer, izgleda, sprecava
prodor virusa u bakterijske stanice, pretpostavlja se blokiranjem izvjesnih podru¢ja vanjske povrsine stanice koja
vjerojatno sadrzi proteine virusnih receptora.

U poznatom stanju tehnike prikazani su rezultati ostvareni in vitro sa lizozimskim dimerom. Posebno su Bartholevns i
Zenebergh (Europ. J. Cancer, Vol. 15, 1979, 86-91) ispitivali dimeriziran lizozim u pogledu citostatickog djelovanja na
stanice raka jetre (HCT) in vitro. Zapazili su 73% + 15% inhibiciju razmnoZavanja stanica raka u kulturi stanica (isto, str.
89, tablica 2).

Neocekivano je da, osim WO 94/01127, nisu do sada zabiljeZeni eksperimenti in vivo sa lizozimskim dimerima. Veoma je
¢udno 1 zaprepascujuce, 1jos uvijek ¢eka objasnjenje, zasto ni Bartholeyns ni Zenebergh niti bilo koji drugi istrazivac nisu
nastavili rad na ovom predmetu da bi potakli daljnji razvoj jednog potencijalnog otkri¢a za borbu protiv raka. Usporedni
prikaz (slika 1) Cistoce lizozimnog dimera proizvedenog prema postupku Sorentina 1 dr., Eur. J. Biochem, 124, 183-189
(1982) 1 lizozimnog dimera koji se preporucljivo koristi u ovom izumu, otkriva bar jedan moguci razlog: Kod preparata
prema Dorentinu i dr., nadene su velike koncentracije proizvoda kao $to su lizozimski monomer, trimer 1 tetramer, dok je
proizvod koji se preporucljivo koristi u ovom izumu velike ¢istoce, tj. sadrzi Zeljeni lizozimski dimer u koli¢ini do 90%
mas. od cjelokupne lizozimske frakcije u preparatu. Jedan postupak za proizvodnju tako procis¢enog lizozimskog dimera
opisan je u WO 91/10731.

Ovo daje jaku podrsku pretpostavci da Cisto¢a ranijih lizozimskih dimera jednostavno nije bila dovoljno dobra za
eksperimente in vivo 1 primjene, buduc¢i da je ve¢ 15 godina bilo poznato da je monomerni oblik lizozima, uprkos
njegovog protubakterijskog djelovanja, prili¢no toksi¢an i moZe izazvati upale i teske alergije pa ¢ak i simptome toksickog
Soka.

S obzirom na ovakve okolnosti, ¢ini se da se moze lakSe shvatiti $to nijedan kompetentan istraziva¢, ukljucujuci
Bartholevnsa 1 Zenebergha, premda su predlagali lizozimski dimer kao potencijalnog kandidata za daljnja istrazivanja,
nisu vr§ili daljnje eksperimente tijekom posljednjih deset-petnaest godina kako bi razvili primjene lizozimskog dimera in
vivo.

Usprkos takvom nedostatku istrazivaCke djelatnosti znanstvenika, vjerojatno zbog predrasuda protiv upotrebe
lizozimskog dimera in vivo, autori ovog izuma su nastavili rad na istrazivanjima i razvoju kako bi poboljsali postupak za
proizvodnju i proci§¢avanje dimeriziranog lizozima, 1 kako bi nasli primjene in vivo, kod ljudi i kod Zivotinja, dobivenog
proizvoda sto je dovelo, na primjer, do protuvirusnih i protubakterijskih primjena opisanih u WO 94/01127.

Pored toga, na osnovu saznanja o maloj toksi¢nosti dimeriziranog lizozima u usporedbi s monomerom 1 zahvaljuju¢i
dostupnosti jednog novog, preparata lizozimskog dimera velike Cistoce, autori ovog izuma su rijesili pokusati i zapoceli su
ispitivanja protiv raka in vivo koriste¢i preparate lizozimskog dimera, premda prema poznatom saznanjima iz ovog
podrudja nije ukazivano na njegovu primjenu za lijeCenje drugih oboljenja osim bakterijskih ili virusnih infekcija. Zbog
toga je jedna od najvecih prednosti ovog izuma da osigurava upotrebu lizozimskog dimera velike ¢istoce za proizvodnju
farmaceutskog preparata za dopunu ili zamjenu krajnje toksi¢nih protukanceroznih lijekova koji se obi¢no daju kod
konvencionalne kemoterapije.
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Slika 1 daje usporedni prikaz Cistoce preparata lizozimskog dimera proizvedenog koriste¢i dvije poznate tehnike.

Lizozimski dimer velike Cisto¢e, o kome se govori u ovom izumu, moze se koristiti za proizvodnju farmaceutskih
preparata koji se mogu neposredno koristiti za lijeCenje zivotinja 1 [judi zahvaljujuéi njegovom malom sadrzaju toksicnog
monomera.

Kako je naprijed ukazano, takav proc¢is¢en lizozimski dimer sadrzi oko 10% mas. ili manje neZeljenih sporednih
proizvoda, a moze se dobro dimeriziranjem lizozimskih monomera bilo kojeg porijekla, npr. lizozimskih monomera
izdvojenih od ljudi, Zivotinja, jaja, bilja, mikroorganizama, pri ¢emu su monomeri bilo prirodno izolirani u izvornom
obliku, bilo proizvedeni kemijskim postupcima ili postupcima genetskog inZenjeringa kako bi dali lizozimske monomere
iste, ili u sustini iste, kemijske 1 bioloske prirode kao $to su prirodni.

Kod ispitivanja na stani¢nim kulturama in vitro 1 in vivo na Zivotinjama, preporucljivo misevima 1 $takorima, autori ovog
izuma su mogli uspjesno prikazati da primijenjeni peparati lizozimskog dimera pokazuju znac¢ajnu mogucnost inhibiranja,
ili ¢ak 1 potpunog sprecavanja naglog razvijanja stanica kanceroznih tkiva i in vitro 1 in vivo. Ovo ljekovito djelovanje se
moglo potvrditi za razlicite vrste raka, ukljucujuéi, premda ne 1 ograni¢eno samo na njih, one za koje se zna da su izazvane
ili potaknute virusima. Ti virusi posebno obuhvacaju virus koji izaziva bradavice kod ljudi, Ep§tajn-Barov virus, virus
hepatitisa B 1 retroviruse kao §to su HTLV-I (virus leukemije T-stanica kod odraslih), HTLV-II (limfomni virus) 1 HIV-1
(humani virus gubitka imuniteta), ukljucujuci podtipove.

Vrste raka koje se izazivaju ili na koje utjeCe djelovanje ovih virusa obuhvacaju karcinom grlica materice, karcinom
urogenitalnog trakta, Kaposijev sarkom, primarni karcinom stanica jetre, leukemiju, limfomu T-stanica, AIDS ili bilo koju
njihovu podvrstu. Cilj je prikazanog izuma ostvariti farmaceutski preparat 1 postupak za sprec¢avanje i/ili lijecenje raka kod
Zivotinja 1 [judi.

Druga korisna primjena lizozimskog dimera velike €istoce neocekivano je otkrivena kod klinickih ispitivanja kada su
preparati lizozimskog dimera davani pacijentima s manje ili viSe inficiranim postoperativnim ranama, na primjer nakon
amputacije jednog donjeg ekstremiteta. Pokazalo se da lokalno davanje dimera ne samo da uspjesno otklanja infekciju
rane, ve¢ isto tako stimulira rast dlaka i obnovu dlaka na lije¢enoj povr§ini. Ovo neoc¢ekivano otkri¢e vodilo je do sljede¢ih
istrazivanja 1 jamacno do proizvodnje farmaceutskih preparata koji se mogu primijeniti u slu¢ajevima poremecaja rasta
kose, posebno poremecaja rasta kose na bazi loseg funkcioniranja ili disfunkcije imunoloskog sustava, kao, na primjer, u
slu¢aju alopecije areata (opadanje kose).

Ovi preparati mogu bar djelomi¢no zadovoljiti kriterije za dugo Zeljen preparat koji djeluje kao stimulator rasta kose.
Osnovno nacelo ovog potpuno neoéekivanog djelovanja, kako se vjeruje, obuhvaéa izmedu ostalog stimuliranje i
poboljsanje imunoloskih obrambenih mehanizama, poboljSanje cirkulacije krvi u povrsinskim slojevima tkiva 1 koze,
op¢e nespecifi¢no pobolj$anje imunoloskih funkcija 1, vjerojatno, neka jo§ neidentificirana djelovanja.

Jedna druga neocekivana i1 komercijalno veoma interesantna primjena za farmaceutski preparat koji sadrzi lizozimski
dimer nadena je u podru¢ju uzgoja riba i pcelarstva, kada su u istraZivackim eksperimentima konvencionalni antibiotici
bili zamijenjeni razli¢itim nespecifi¢nim imunostimulatorima ukljucujuéi takoder 1 lizozimski dimer.

Primjena imunostimulatora kod uzgoja riba za spre¢avanje 1/ili lijeCenje bolesti riba je novo perspektivno otkrice (Siwicki
1 Anderson 1990; Siwicki 1 dr. 1994). Trenutacno materije za lijeCenje bolesti riba obuhvacaju antibiotike, lijekove 1
kemikalije koje se koriste za steriliziranje ribnjaka (Stoskopf, 1993). Premda je svaka od ovih terapija barem djelomicno
uc¢inkovita kod lije¢enja jedne odredene bolesti, javljaju se problemi sa nagomilavanjem tih supstancija u okolnoj sredini i
u medu ribama, kao 1 s pojavom patogenih vrsta mikroorganizama otpornih na razne antibiotike.

U slu¢aju péelarstva, opéa je praksa da se uniste rojevi péela ako postoji dokaz da su plele zarazene mikrobima, na primjer
bakterijskim i/ili virusnim infekcijama. Takva praksa spreCava §irenje infekcija na druge rojeve 1 time svodi gubitke na
minimum. Zbog toga postoji potreba da se ostvari jedan alternativan i siguran postupak za preventivno i/ili terapijsko
lijecenje pcela, koje kombinira prednosti jednog antibiotika koji dodatno ojaCava imunoloski sustav pcela, i jednog
antibiotika koji nece dovesti do pojave mikrobskih vrsta otpornih na antibiotik.

Ovaj izum daje postupak koji zadovoljava takvu potrebu. Pored toga, ¢ak i da lizozimski dimer bude prisutan u
proizvedenom medu u primjetnim koncentracijama, to ¢e se prije smatrati kao poboljSanje kvaliteta nego kao pogorsanje,
zbog prednosti nespecifi¢nog imunostimulativnog djelovanja lizozimskog dimera.
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Opcenito uzevsi, imunostimulatori obuhvacaju skupinu bioloskih 1 sintetickih spojeva koje pojacavaju nespecificne
stani¢ne 1 humoralne obrambene mehanizme kod Zivotinja 1 ljudi. Imunostimulatori kao §to su beta-glukan, hitosan,
leva-mizol, minerali u tragovima i1 kombinacije minerala, kao i razni proizvodi izvedeni iz brojnih biljnih 1 Zivotinjskih
izvora, djelotvorni su kod spreavanja oboljenja. Nekoliko vrsta beta-glukana se ¢ini posebno perspektivnim za
stimuliranje stani¢nog 1 humoralnog nespecificnog imunoloskog reagiranja riba.

Nespecificni obrambeni mehanizmi, koji obuhvacaju fagocitozu i1 proizvodnju oksidacijskih radikala brzo se aktiviraju
imunostimulatorima 1 naglo se pripremaju da §tite ribe protiv patogenih mikroorganizama kao $to su, na primjer, virusi,
bakterije, mikoplazme 1 gljivice, /ili protiv parazita ili drugih patogenih agenasa. Na taj su nacin ovi mehanizmi bolji od
specifinog imunoloskog reagiranja koje zahtijeva dulji vremenski period za razvijanje specifi¢no prilagodenog
imunoloskog reagiranja ukljuc¢ujuéi formiranje antitijela 1 specifi¢no stani¢no aktiviranje.

Veoma ohrabrujuci rezultati dobiveni kod prvih in vivo ispitivanja, koji su ukazivali na znac¢ajno pobolj$anje imunoloskih
obrambenih mehanizama, doveli su do pokretanja detaljnog istrazivackog programa o djelovanju lizozimskog dimera na
specifine 1 nespecificne stani¢ne 1 humoralne obrambene mehanizme riba, posebno pastrve 1 lososa, 1 pcela.

Zbog toga je jedan cilj prikazanog izuma da se ostvare nove primjene lizozimskog dimera, obuhvacajuci njegovu primjenu
za proizvodnju jednog farmaceutskog preparata za stimuliranje nespecificnog stani¢nog i humoralnog imunoloskog
reagiranja kod riba i kod pcela.

Drugi je cilj prikazanog izuma ostvariti postupak za kori$tenje farmaceutskih preparata koji sadrZe taj lizozimski dimer
kako bi se izazvalo nespecifi¢no stimuliranje imunoloskog sustava jednom ili ponovljenom primjenom preparata, radi
spre¢avanja 1/ili lijeCenja prirodno izazvanih oboljenja riba 1 pcela.

Eksperimenti in vivo su pokazali da u nekim sluCajevima, na primjer kada su ribe ve¢ napadnute izvjesnim
kemikalijamma ili neZeljenim bioaktivnim supstancijama kao §to su nusproizvodi farmaceutskih preparata koji su im
davani, moZe biti preporucljivo da se ribe lijece lizozimskim dimerom velike ¢isto¢e prikazanim u WO 91/10731, koji
sadrzi oko 10% mas. ili manje neZeljenih nusproizvoda, 1 koji je u sustini bez monomernog oblika lizozima. Da bi se
smanjili tro§kovi uzgoja riba 1/ili uzgoja pcela, moze biti, ipak, prihvatljivo davati preparat lizozimskog dimera manje
Cistoce, sve dok se daje u dozi koja ne izaziva Stetno djelovanje zbog prisustva toksi¢nih nusproizvoda, posebno
lizozimskog monomera.

Lizozimski dimer, o kome je rije¢, moZe se bilo neposredno davati pacijentu kome je potreban, bilo koristiti za
proizvodnju farnaceutskih preparata koji se primjenjuju u uobicajenim galenskim oblicima. Gelovi, masti ili tekuci
preparati sadrze lizozimski dimer poZeljno u koncentraciji od oko 0,01 - 10 mg/ml, a Cesto u koncentraciji od oko 0,1 - 1,0
mg/ml. Obi¢no su pripremljeni kao sterilni 1 apirogenski preparati i, eventualno, sadrze bar jo§ jedno fizioloski
prihvatljivo otapalo 1/ili nosa¢ 1/ili bar jedan pogodan konzervans.

Farmaceutski spojevi koji sadrZe lizozimski dimer korisni su i prvenstveno namijenjeni za vanjsku lokalnu 1/ili
parenteralnu primjenu koja obuhvaca lokalne injekcije, na primjer u blizini krutog tumora, ili vanjsko nanosenje na
povrsinu tijela ukljucujuci potkoznu injekciju. Intravenozne injekcije mogu zamijeniti ili dopuniti lokalno nanosenje u
tijeku lijeenja. Pokazalo se kao vrlo uéinkovito da se lizozimski dimer nanosi na sluznice, preporucljivo udisanjem
(nosne, usne, grlene sluznice) tekucih preparata ili mjesnim nanoSenjem (na primjer vaginalne, materni¢ne sluznice)
tekucih ili kremastih preparata ili tampona impregniranih materijalom koji sadrzi lizozimski dimer.

U nekim je slu¢ajevima preporucljivo da se lizozimski dimer daje oralno, poZeljno u uobic¢ajenim galenskim oblicima kao
§to su, na primjer, tablete, kapsule ili drazeje, ili u obliku zrnaca, granula, pahuljica ili u obliku praska. Ovi kruti preparati
¢esto sadrZe aktivni lijek u koli¢ini od oko 0,01 - 10 mg, preporucljivo 0,1 - 1,0 mg po g cjelokupnog preparata. Takoder je
preporuéljivo da jo§ sadrZe bar jedan pogodan nosac i/ili konzervans i/ili druge uobi¢ajene dodatke kao $to je, na primjer,
neko sredstvo za davanje ukusa ili za bojenje. U slucaju lijeCenja riba, kruti preparati se mogu dodati hrani. Alternativno ili
dodatno, lizozimski dimer se moZe otopiti u vodi ribnjaka, budu¢i da se vjeruje kako se aktivni lijek isto tako moze
resorbirati preko skrga kod riba. U slu¢aju uzgoja pcela, preparati lizozimskog dimera mogu se davati otapanjem krutih
preparata u pijacoj vodi, ¢aju, Se¢ernim otopinama ili drugim uobicajenim tekuc¢inama pripremljenim za pcele, na primjer
zamijeni za hranu. MoZe se, medutim, pripremiti kao vodena otopina, preporucljivo koncentriran, i pomijesan s medom,
kako bi se osiguralo da pcele prime lijek.

Preparat za oralnu upotrebu moze biti 1 u obliku jednog osmotskog sustava. U izvesnim slu¢ajevima kao, na primjer, kod
sprecavanja 1/ili lijjeCenja raka urogenitalnog trakta, lokalno nanoSenje antiseptickih zavoja ili tampona natopljenih
djelotvornom dozom lizozimskog dimera velike Cistoée moZe biti korisno i blagotvorno.
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Razne vrste naprijed spomenutih preparata daju se, preporucljivo, u jednoj jedinoj ili ponovljivoj dozi od oko 0,005 do 0,5
mg/kg tjelesne mase, naro¢ito dozi od oko 0,01 do 0,1 mg/kg tjelesne mase. Ne treba posebno naglasiti da zahtijevana
koncentracija aktivnog lizozimskog dimera u krajnjem farmaceutskom preparatu ovisi prvenstveno o veli¢ini humanog ili
zivotinjskog pacijenta i o vrsti terapije ili preventivnom djelovanju odredenom za doti¢nog pacijenta. U vecini slucajeva,
medutim, naprijed spomenuti opsezi koncentracija su dovoljni za pravilno lijeCenje. MoZze, ipak, biti potrebno, posebno
kod veterinarske medicine, da se povecéa stvarna koncentracija lizozimskog dimera do vrijednosti iznad 10 mg/ml 1 ispod
proizvoda topivosti dimera u odgovarajuéem otapalu, tj. na oko 20 mg/ml teku¢ine ili masti. Kada se tako postupa,
volumen preparata koji se daje moze se odrzavati na prihvatljivom minimumu radi lakseg rukovanja.

Ako je moguce, protokol kombiniranog davanja naprijed spomenutih preparata poZeljniji je u odnosu na terapiju
pojedinaénim lijekovima bilo oralnim, parenteralnim ili lokalnim vanjskim davanjem.

Zbog u sustini netoksi¢nog karaktera lizozimskog dimera velike ¢istoce, preparati koji sadrze ovaj dimer mogu se davatiu
tijeku dugog vremenskog razdoblja, na primjer mjesecima, pa ¢ak 1 godinama, a da ne izazivaju Stetna nuzgredna
djelovanja. Vremenski razmaci za preventivno ili terapeutsko davanje lijeka mogu se, tipi¢no, kretati odjednom do dva
puta dnevno, do tjednih i mjesecnih doza, a mogu obuhvacati ¢ak dulje intervale, u ovisnosti o pacijentu o kome se radi i
urgentnosti lijecenja, kao 1 o djelotvornosti imunostimulacije lizozomskim dimerom.

Kako je naprijed naznaceno, prikazani izum je bar dijelom omogucen moguénoscu nabavke visokokvalitetnog
lizozimskog dimera. Uocljiva razlika kvaliteta proizvoda 1, posebno, nezeljenog udjela lizozimskog monomera, prikazana
je naslici 1:

Traka 1 predstavlja standarde LMW prethodno obojenih proteina:

fosforilaza B 142 000 daltona, BSA 97 000, ovalbumin 50 000, karboanhidraza 35 100, inhibitir sojinog tripsina 29 700,
lizozime 21 900 (Biorad, SAD);

trake 2 i 3 prikazuju pro&igéen lizozimni dimer LVDIUM KLP®602 (KLP-602). Lot 506449, laboratorijska kontrola; traka
2 punjena sa 6,6 ug a traka 3 sa 19,8 ug;

trake 4 1 5 prikazuju drugi obrok KLP-602, traka 4 punjena sa 6,6 pg a traka 5 sa 19,8 ug;

trake 6 1 7 prikazuju jedan preparat lizozimskog dimera (KIW-607) proizvedenog prema Sorentino-u i dr., Eur. J. Bioch.
124, 183-189 (1982); traka 6 punjena sa 6,5 pg 1 traka 7 punjena sa 19,8 pg.

Preparat prociscenog lizozimskog dimera, KLP-602, sadrzi Cetiri puta vi§e dimera nego usporedni proizvod KIW-607,
dok usporedni proizvod KIW-607 sadrZi Sest puta vise monomera nego KLP-602.

Da bi se ovdje opisani izum mogao bolje shvatiti, prikazani su sljede¢i primjeri. Podrazumijeva se da su ti primjeri samo u
svrhu ilustriranja, 1 da nisu namijenjeni za bilo kakvo ograni¢avanje izuma.

Primjer 1

Lizozimski dimer (KLP-602) kod ljjecenja limfozne leukemije kod AKR miseva.

Materijali 1 postupci

Sedam mjeseci stari misevi oba spola leukemijske vrste AKR, zaraZzeni Graffi virusom iz Centra za uzgoj Zivotinja,
Instituta za imunologiju 1 eksperimentalnu terapiju, Poljske akademije znanosti, u Vroclavu, koristeni su u eksperimentu.
Kod AKR miseva vrsi se rano aktiviranje endogenog virusa leukemije, $to dovodi do klinic¢kih ocitovanja limfozne
leukemije u dobi od sedam do devet mjeseci. Misevi su podijeljeni u tri skupine od po 30 Zivotinja svaka:

Skupina I. (eksperimentalna)

- Zivotinjama je davan KLP-602 jednom u dozi od 20 pg/kg u 3 cm’ PBS;

Skupina II. (eksperimentalna)

- zivotinje su primale KLP-602 u istoj dozi kao 1 naprijed; Skupina III. (kontrolna)
- Zivotinje su primale 0,3 cm’ PBS dva puta.
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Misevi su ubijeni krvarenjem tri 1 $est tjedana nakon posljednje injekcije KLP-602m (10 misSeva iz svake skupine). Deset
miSeva iz svake od skupina ostavljeno je Zivim.

Izvriena su sljedeca ispitivanja :

1. Mjerenje ukupne tjelesne mase 1 mase unutarnjih organa kao $to je jetra, slezena, timus 1 vanjski cervikalni limfni
¢vorovi, s odredivanjem odnosa mase organa prema ukupnoj masi tijela. Odnos terapeutske aktivnosti
procijenjen je koriste¢i formulu L/K x 100%, gdje je L prosjecno vrijeme prezivljavanja miseva lijecenih sa
KLP-602, a K je prosjecno vrijeme preZivljavanja kontrolnih Zivotinja.

2. Histopatoloska ispitivanja biopsija jetre, slezene, timusa i limfnih Cvorova. Isjeci su bojeni sa H+E
Gomorijevog postupka za vlakna retikuluma.

3. Razina slobodnih radikala u serumu odredena je kori§tenjem postupka kemiluminiscencije (Chl) koji omoguéava
otkrivanje veoma slabe fotonske luminescencije seruma.

4. Fagocitska aktivnost polimorfonukleara (PMN) odredena je koriste¢i NBT ispitivanja 1 ispitivanja

kemiluminescencijom (Chl).
Rezultati;

Pojedina¢no (Skupina 1.) 1 dvostruko (Skupina I1.) potkozno davanje KLP0602 visoko leukemi¢noj vrsti AKR mi§eva, pri
dozi od 20 pg/kg, izazvalo je statisticki beznacajno povecanje tjelesne mase, kao 1 smanjenje mase unutarnjih organa kao
§to su slezena, timus, limfni ¢vorovi 1 jetra (posljednje je bilo statisticki beznacajno) u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama
(Skupina II1.), mjereno nakon tri tjedna studija (tablica 1).

Povecanje ukupne tjelesne mase obje lijeene skupine, smanjenje mase slezene, timusa i limfnih ¢vorova kod skupine 1, 1
povecanje jetre 1 timusa kod skupine II, u usporedbi sa kontrolnim Zivotinjama (skupina II1.) javilo se nakon Sest tjedana
studija (tablica I.).

Tablica 2 prikazuje odnos mase unutarnjih organa prema ukupnoj tjelesnoj masi. Nakon tri tjedna zapaZeno je povecanje
mase timusa u skupini III. (kontrolna) u usporedbi sa obje eksperimentalne skupine (I. 1 II.). Nakon $est tjedana, pojavilo
se povecanje mase slezene, timusa 1 limfnih ¢vorova u skupinama II. 1 I1I. u usporedbi sa skupinom 1.

Histopoatoloska ispitivanja vrSena nakon tri 1 Sest tjedana pokazala su umjerenu (u eksperimentalnim skupinama) 1
prekomjernu (u kontrolnoj skupini) kolonizaciju cervikalnih limfnih ¢vorova, timusa i slezene limfoidnim stanicama.
Medutim, leukemijski infiltrat u jetri naden je samo kod kontrolnih Zivotinja. Limfoidne stanice su imale ovalna ili kruzna
hiperkromatska jedra s brojnim jedarcima i atipi¢nim mitotickim figurama. Ove su stanice pracene malobrojnim malo
diferenciranim centroblastiCnim stanicama, stanicama retikuluma i otocima proliferativnih megakariocita u slezeni.
Vezivno tkivo limfnih organa kao §to je slezena, limfni ¢vorovi 1 timus, sadrZalo je malobrojna, tanka vlakna retikuluma.

Ispitivanja kemiluminescencijom:

Aktivnost slobodnih radikala u serumima kontrolnih mi§eva bila je K = 18 x 10 nakon tri tjedna prougavanja. U skupini
II. aktivnost slobodnih radikala bila je nia (K = 10 x 10”*). Nakon §est tjedana razina slobodnih radikala bila je K = 10 x
10~ kod kontrolnih Zivotinja, manja u skupini IL. (K = 16 x 107) i ne$to malo visa u skupini I. (K = 1,5 x 107).

Znacajno povecanje fagocitne aktivnosti PMN-a zapazeno je kod obje eksperimentalne skupine u usporedbi s kontrolnom
skupinom nakon tri tjedna i bila je: 4688 Chl (skupina 1.), 3485 (skupina II.), i samo 2052 Chl za kontrolnu skupinu.
Nakon Sest tjedana fagocitna aktivnost u skupini II. bila je 1 dalje velika (3264 Chl) a niza u skupini 1. (2477 Chl).
Znacajno povecanje fagocitne aktivnosti mjereno jednim NBT testom zapaZeno je nakon tri tjedna u obje lijecene skupine
ibilo je 0,27 10,26 u skupini I, odnosno u skupini II. Nakon $est tjedana povecanje fagocitne aktivnosti bilo je niZe i javilo
se samo u skupini II. Fagocitna aktivnost u kontrolnoj skupini bila je 0,22.

Indeks terapeutske aktivnosti bio je za KLP-602 128% za skupinu L 1 150% za skupinu II, §to je iznad minimalnih 128%.
Ovo ukazuje na izrazita imunostimulativna svojstva KLP-602, §to ga ¢ini pogodnim za daljnja prou¢avanja.

Leukemijski infiltrati bili su znatno manji u obje eksperimentalne skupine nego u kontrolnoj skupini a kod nekih miseva
¢ak ih nije ni bilo. Leukemijski infiltrati su se nalazili u timusu, slezeni 1 limfnim ¢vorovima. Pored toga, nadeni su u jetri
kontrolnih Zivotinja. Rezultati studije ukazuju da KLP-602 moZe djelomicno suzbiti ili odloZiti razvoj leukemije kod AKR
miSeva. Nasuprot tome, kod Zivotinja koje su primale placebo doslo je da naglog povecanja limfnih organa sa
morfoloskim promjenama tipi¢nim za diferenciranu limfoidnu leukemiju.
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Pored toga, KLP-602 suzbija povecanje slobodnih radikala u mi§jem serumu. Suzbija procese slobodnih radikala sli¢no
djelovanju protuoksidatora kao $to su vitamini E, C ili selen. Moguce je da suzbijanje proliferacije leukemijskih stanica
kod AKR miseva lijecenih pomocu KLP-602 ovisi o suzbijanju procesa koje izazivaju slobodni radikali. Kod kontrolnih
miseva (bez KLP-602) razina slobodnih radikala bila je vi$a i odgovarala je intenzitetu oboljenja.

KLP-602 mozZe stimulirati fagocitno djelovanje MPS, mjereno pomocu dva neovisna postupka, NBT i1 Chl, pa tako
stimulira imunitet steCen posredstvom stanica. Vjerojatno da moZe modulirati sintezu TNF. Pored toga, T-stanice koje
sudjeluju sa MPS mogu prepoznati "antigene za odbacivanje tumora" koji se nalaze na povrsini leukemijskih stanica.
Limfociti protiv inflltriranja tumora "TIL, za 50-100% ucinkovitiji od limfokinski aktiviranih ubojica (LAK) nalaze se
medu tim T-stanicama. Oni imaju CD4 ili CDS ili mijeSani fenotip 1 na svojoj povrsini izrazavaju IL-2 receptor. Jos uvijek
je nepoznato zasto ih paraliziraju tumorske stanice.

Retikuloendotelni sustav sa stimulacijom MPS stanica bitan je imunoloski i protuvirusni mehanizam. Stimulacija tih
stanica dovodi do proizvodnje interferona i posredno aktivira specifi¢ne 1 nespecifi¢ne imunoloske procese, B-stanice,
T-stanice ili NK ovisne.

MPS stanice sudjeluju u imunoloskim procesima preko svojih receptora kao §to su Fc¢ receptori, C; receptori, ili receptori
klase II. HLA, kao 1 lecitini, transferini, urokinaza, insulin i pedeset drugih manje poznatih receptora. Svaka promjena
njihovog izrazavanja 1 afiniteta ukazuje na aktiviranje stanica. MPS stanice mogu fagocitizirati NO-osjetljive stanice jer
mogu sintetizirati tu supstanciju. Aktivirani fagociti se nazivaju "ljutiti makrofazi" ili "krvozedne" stanice. MPS stanice
mogu unistavati viruse svojim citotoksicnim 1 citolitickim svojstvima, produkcijum defekinih viriona 1 sintezom
interferona.

Rezultati prethodnog eksperimenta na AKR miSevima, od kojih se mnogo oéekuje, ukazuju da se KLP-602 moZe uspjesno
koristiti za lijeCenje leukemije kod AKR miseva.
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Tablica 1. Ukupna tjelesna masa (g) i masa unutarnjih organa (mg) kod kontrolnih i
eksperimentalnth mifeva ( x £ S)

Tn tjedna Sest tjedana
Skupina 1. I 1. I 1I. 11,
Ukupna gelesna masa | 25,27 | 26,20 | 23,96 126,77 | 27,30 | 23,57
2221 1,671 1,23 1,1 2,34 1,6
Slezena 0,07= 10,08 [0,08% [0,07= [ 0,23® | 0,22° |
0,00 (0,02 10,00 (0,00 }0,01 |[0,00
Timus 0,06 | 0,07 | 0,087 [0,08= [0,2T® | 0,137 |
0,00 (0,02 (0,02 (0,01 |G03 |0,07
Limfni &vorovi 0,04 [0,04 [0,05 |0,04[0,07 0,080
000 (0,00 [0,01 (0,00 [0,04 |0,04
etra 1,38 11,36 [1,43 1,61 1,80 11,67
0,15 (0,38 (0,05 (0,08 |042 |0O,15

x - statisti®ki znadajna razlika (p <0,01) za a:b, a:c i b:c.

Tablica 2: Odnos mase unutarnjih organa i ukupne tjelesne mase kod kontrolnih i
ekesperimentalnih mi3eva (%)

Tn tjedna Sest redana
Skupina L. I TIL. I. 1. TIT.
Slezena 0,30 (0,31 [0,37 [0,29 | E,84i 0,87® |
Timus 0,23* [ 0,26 | 0,33® | 0,337 [1,06° [ 0,61 |
Limfni ¢vorovi 0,18 | 0,18 | 0,21 |0,15® | 0,26 | 0,26 |
Jetra 5,40 3,25 13,81 [6,02 [6,35 [6,40

X - statisti¢ki znatajna razlika (p <0,01) za a:b, a:c i b:c.

Primjer 2
Djelovanje preparata vrlo pro¢iséenog lizozimskog dimera (KLP-602) na rast kose kod alopecia areata

Istrazivanje je vrseno da bi se utvrdilo da 1i jedan balzam koji sadrzi KLP-602 djeluje na rast kose kod alopecije areata.
Pored toga, bila je procijenjena tolerantnost na taj balzam kada se nanese na kozu.

Materijali 1 postupci:

Ispitivanje je bilo kontrolirano, usporedna klinicka studija. Dvanaest osoba (dva muska 1 deset Zenskih pacijenata) sa
alopecijom areata u "telogenskom" stadiju, dobrog opéeg zdravstvenog stanja, bilo je ukljuéeno u ispitivanje. Starost im je
bila od 19 do 50 godina. Dvanaest osoba (tri muska 1 devet Zenskih pacijenata) sa alopecijom aerata lijeCenom
MINOXIDIL®-om smatrano je za kontrolnu skupinu. Njihova starost je bila u opsegu od 19 do 49 godina. Raspodjela
osoba prema spolu i starosti u obje lijeCene skupine bila je sli¢na.
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Kriteriji izbora pacijenata:

Kriteriji ukljuéivanja:

1. Alopecija areata u "telogenskom" stadiju;
2. Starost 18-50 godina.

Kriteriji isklju¢ivanja:

1. Alopecija areata u stadiju "distrofije";
2. Druga vrsta alopecije;
3. Bilo koje drugo kozno oboljenje.

Istodobno uzimanje drugih lijekova:

Istodobno uzimanje drugih lijekova nije bilo dopusteno osim ako nije bilo potrebno za odrZavanje opéeg zdravstvenog
stanja.

Dodjeljivanje brojnih oznaka kod lijecenja;

U tijeku eksperimenta su osobe koje su zadovoljile kriterije za izbor dobile su ispitnim skupinama redne brojeve.
Istrazivac je unosio pripadajuci redni broj u odgovarajuéu rubriku bolesnikovog osobnog kartona.

Probno davanje lijekova:

Balzam za kosu koji proizvodi NIKA prema vlastitoj formuli, dobiven je u identi¢nim plasti¢nim bocama od 100 ml, koje
su imale poklopac s kalibriranim otvorom za ispustanje kapi. 0,05% KLP-602 losion nanosenje na povrsinu lubanje
(vlasi$te) tri puta dnevno prema uputstvima dermatologa koji je vodio lijeenje. Lijeenje je zapocelo neposredno nakon
§to je dermatolog dijagnosticirao alopeciju areata.

2 % otopine MINOXIDIL®-a nano$ena je dva puta dnevno na zahvaéena podrudja koze.

LijeCenje je trajalo 16 tjedana. Nakon lijeCenja su pacijenti praceni 2 mjeseca u razdoblju nakon lijeCenja.

Procjena sigurnosti

Osobe za obje ispitne skupine su provjeravane preko cjelokupne povijesti i lije¢ni¢kog pregleda na pocetku i na kraju
istrazivanja. Uzorci krvi 1 urina za rutinske laboratorijske analize uzimani su prije 1 nakon lijeCenja. Laboratorijska
ispitivanja obuhvacala su sljedece provjere:

Hematologija:

Hemoglobin, hematokrit, ukupan 1 diferencijalni broj leukocita

Biokemija seruma:

ALT (GPT), AST (GOT), alkama fosfataza, bilirubin

Urin:

analiza urina na protein, krv 1 glukozu.

Pacijenti su mjesecno pregledani u tijeku 4 mjeseca lijeCenja 1 2 mjeseca u razdoblju nakon lije¢enja. Kod svake vizite

pacijenti su ispitivani u postojanju op¢ih ili lokalnih neugodnih pojava kao $to je nadrazivanje, peCenje, svrab, a lijeCene
povrsine su pregledane da nema crvenila koze ili drugih lokalnih nuspojava.
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Procjena uéinkovitosti:

Parametri uéinkovitosti

1. Primarni parametar u¢inkovitosti bio je rast kose,
2. Sekundarni parametar u¢inkovitosti bilo je vrijeme zara$¢ivanja poremecenog vlasista,
3. Fotografska dokumentacija je stvarana u sljedecim tockama studije:

prije nanosenja balzama za kosu sa KLP-602
u trenutku pocetka rasta kose
na kraju primjene balzama za kosu sa KLP-602.

Vrsena je mikroskopska procjena (trihogram). Standardizirani trihogrami uzimani na granici lezija alopecije areata dvali
su najkorisniju informaciju o tijeku 1 ozbiljnosti oboljenja a 1 o u¢inkovitosti mjera lijecenja.

Kod svake vizite vlasiste je provjeravano u pogledu znakova u rastu kose, koje je kategorizirano na sljedeci nacin:

- nema
- malo - vidljiv ponovni rast (paperjaste dlake ili pojedinacni redci dlake)
- umjereno - nepotpuno (djelomicno)

- potpuno.

"Kozmeticki prihvatljiv" rast kose definiran je kao dovoljan da pokrije vlasiste i prikrije podrucja koja su i dalje bez kose.
Rezultati:

Sve osobe ukljucene u eksperiment (12 lijeCenth sa 0,05% KLP-602 i 12 iz kontrolne skupine lije¢ene 2% Minoxidil
otopinom) zavr$ili su ¢etveromjesecno razdoblje lijecenja 1 jo§ dvomjesetno kontrolno razdoblje nakon toga.

Uc¢inkovitost

Najkorisnija mjera u€inkovitosti bila je procjena istrazivaca na zavrietku eksperimenta. U cjelini, kod osam od dvanaest
osoba (55%) u KLP-602 skupini i Sest od dvanaest osoba (50%) u Minoxidil skupini zapaZen je povecan rast kose u tijeku
eksperimenta. Od njih, za Cetiri osobe u KPL-602 skupini (33%) 1 tri u Minoxidil skupinu (25%) smatra se daje to potpuno,
kozmeticki prihvatljiv rast kose. Djelomican rast kose uocen je kod tri od dvanaest ocjenjivanih osoba u KLP-602 skupini
(25%) 1 kod tri u Minoxidil skupini (25%). Kod jedne osobe u KLP-602 skupini (9%) uocen je minimalan rast kose. Nije
doslo do rasta kose kod Cetiri od dvanaest (33%) u KLP-602 skupini i kod Sest od dvanaest (90%) u Minoxidil skupini.

Kod KLP-602 skupine gdje je alopecija zahvatila manje od 25% vlasista, rast kose je ostvaren kod osam od osam osoba, a
kod Sest od sedam osoba u Minoksidil skupini. Ponovni rast kose nije uocen kod osoba iz obje ispitne skupine kod kojih je
alopecija zahvatila vise od 25% vlasista.

Srednje vrijeme reagiranja rasta kose u korelaciji s trajanjem lijeCenja, bilo je u opsegu od jednog do tri mjeseca u obje
skupine. Tri osobe u KLP-602 reagirale su nakon jednog mjeseca lijecenja. Kod jedne Zene porast kose nakon prvog
mjeseca bio je s krajnjim vlasima duljine od oko 5 mm, a gole povrsine vlasista su bile pokrivene gustom ponovno
izraslom kosom. Kod kontrolne vizite nakon drugog mjeseca, ova se Zena pojavila s alopecijom totalis (emotivni stres -
razvod) 1 nije reagirala na daljnje lijecenje, 1 zavrsila je 1 studiju s negativnim rezultatom. Kod jedne osobe u Minoxidil
skupini ponovni rast kose zapazen je nakon mjesec dana lijeCenja. Kod Cetiri pacijenta u KLP-602 skupini ponovni rast
kose ostvaren je nakon dva mjeseca lijeenja. Nakon treCeg mjeseca studije, ponovni rast kose je zapazen kod dvije osobe
u KLP-602 skupini i kod tri u Minoxidil skupini.

Sigurnost
U tijeku lijeCenja i u razdoblju pracenja nakon toga, nisu primijecene nikakve nuzgredne pojave. Nisu primijecene

nikakve nenormalnosti laboratorijskih vrijednosti za krv i urin, ni na poc¢etku ni na kraju istrazivanja kod obje lije¢ene
skupine.
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Lokalna nepovoljna djelovanja primijeéena u tijeku proucavanja: Jedna Zena u KLP-602 skupini zalila se na pecenje 1
svrab na vlasistu u drugom mjesecu lijeCenja. Te je simptome povezala s no§enjem nove perike. Taj osjecaj je nestao u
roku od dva tjedna bez nekog dodatnog lijeCenja, ona nije prekinula terapiju 1 zavrSila je istraZivanje s dobrim rezultatom.
Jedan pacijent koji je lijecen 2% Minoxidil otopinom Zalio se na masnu kosu, ali pregledom vlasista nisu zapaZeni neki
znacajni klinicki znaci. Pacijent je povezao ovaj dogadaj sa ispitivanjem ali je bio voljan nastaviti lijeCenje.

Nisu zapazeni znacajniji nalazi glede veze ponovnog rasta kose sa staro§cu pacijenta, lokalizacijom ogoljenih mjesta 1
vremenom frajanja tekuceg oboljenja, koje je bilo kratko 1 sli¢no za obje skupine, a kretalo se od jednog tjedna do najvise
jedne godine. Sve osobe u obje skupine koje nisu reagirale na lijeCenje, imale su anamneze alopeciji areata u trajanju od
bar pet godina (5-15 godina).

Diskusija

Eksperiment je trebao procijeniti sigurnost 1 u¢inkovitost lokalno nanijetog 0,05 % KLP-602 losiona za rast kose kod
pacijenata sa alopecijom areata i da je usporedi sa u¢inkovitoscu 2% Minoxidil otopine u tijeku Cetveromjesecnog
lijecenja.

Pacijenti su dobro podnosili balzam za kosu koji je sadrzavao KPL-602. Kod 66% osoba lije¢enih 0,05 % KLP-602
losionom uocen je povecan rast kose u tijeku eksperimenta, u usporedbi sa 55% osoba u Minoxidil skupini.

Kozmeticki prihvatljiv rast kose zapazen je kod 33% pacijenata u KLP-602 skupini 1 kod 25% u minoxidil skupini. Bolji
rezultati lijeCenja su zapazeni kod pacijenata kod kojih je alopecija alterata zahvatila manje od 25% vlasista. 0,005%
KLP-602 losion se lako koristio lokalno 1 nije izazvao nikakve ni lokalne ni opée neugodnosti. Uzimajuéi u obzir kratko
trajanje eksperimenta (16 tjedana), dobiveni rezultati su veoma ohrabrujuci.

Zakljucci

1. Balzam za kosu koji je sadrzavao KLP-602 bio je dobro podnesen 1 nije izazivao nikakva sporedna djelovanja.
2, Lokalno nano$enje 0,05% KLP-602 bilo je lako 1 sigurno.

3. U tijeku eksperimenta nisu zapazeni nikakvi lokalni ili op¢a sporedna djelovanja niti promjene u laboratorijskim
nalazima.

4. Zbog kratkog vremena lijeCenja (4 mjeseca) 1 2 mjeseca pracenja nakon toga, potpuna ocjena rezultata i
izvodenja lijeCenja nije bila moguéa, premda je to razdoblje bilo dovoljno dugo da bi se zapazila ohrabrujuca uéinkovitost
lijecenja.

5. Rezultati dobiveni u ispitivanjima pokazali su daje 0,05% KLP-602 losion usporediv sa 2% Minoxidil otopinom,
¢ak 1 u¢inkovitiji kod lijeCenja alopecije areata.

6. Preliminarna istrazivanja u rezultatima ostvarenim u eksperimentu pokazuju da lokalno primijenjen KLP-602
izaziva rast kose kod pacijenata koji pate od alopecije areata.

Kratak pregled

Eksperiment je izveden kako bi se utvrdila uéinkovitost 1 podnos$ljivost jednog balzama za kosu koji je sadrzavao
KLP-602 za rast kose kod alopecije areata. NanoSenje 0,05% KLP-602 losiona tri puta dnevno bilo je u cjelini dobro
podnoseno u Cetveromjesecnom razdoblju lijeCenja. Nisu zapaZene nikakve lokalne ili sistemske nuzgredne pojave.
Uoceno je bolje reagiranje rastom kose kod KLP-602 skupine nego kod Minoxidil skupine. Reagiranje rastom kose
zapazeno je kod 66% osoba lijeCenih 0,05% KLP-602 losionom. Postotak pacijenata koji su reagirali umjerenim ili
intenzivnim ponovnim rastom kose bio je veci kod pacijenata kojima je povrsina gubljenja kose obuhvacala manje od
25% povriine vlasista. Cini se da je 0,05% KLP-602 znadajno sredstvo za lijedenje alopecije areata.

Primjer 3: Preventivna primjena lizozimskog dimera za izazivanje nespecificnog stimuliranja imunoloskog sustava riba.

Projekt ispitivanja

Tri stotine zdravih riba vrste kalifornijske pastrve (Oncorhynchus mvkiss, porodica lossosa), mase 90-100 g svaka,
podvrgnuto je ispitivanju. Lizozimski dimer, proizveden prema WO 91/107731 (ovdje oznacen kao "KLP-602"), koji je
sadrzavao oko 108 mas., ili manje, neZeljenih nusproizvoida, i koji je bio u sustini bez monomernog oblika lizozima,

otopljen je u PBS (slana otopina puferirana fosfatom) da bi se pripremila otopina za injekcije za davanje 10 1 100 pg
lizozimskog dimera po kg tjelesne mase, pogodan za intraperitonalne injekcije ribama.
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Terapeutski protokol je obuhvacao razlicite skupine riba podvrgnute davanju lijeka samo dana 1, dana 1 i dana 3, ili dana
1, 31 5. Ribe iz kontrolne skupine nisu podvrgavane davanju lizozimskog dimera.

1, 2, 3 14 tjedna po davanju posljednje injekcije, 10 pojedinacnih riba uzeto je iz svake od lijecenih skupina i iz kontrolne
skupine. Ribe su imobilizirane i uzeto je oko 2 ml krvi iz repne vene pomoéu heparinirane sisaljke (Greiner). Odredeni su
fagocitska sposobnost PMN 1 MN stanica, djelovanje na naglo pojaCanje disanja 1 potencijalna ubijacka djelatnost PMN 1
MN stanica, MPO aktivnost u PMN fagocitima, i razine lizozima i gamaglobulina u serumu.

Takoder je po 20 riba iz svake skupine podvrgnuto ispitivanju zarazavanja jednim oboljenjem (furunkuloza). Ribama je
data po jedna intraperitonalna injekcija bakterijske suspenzije Aeromonas salmonicida uzgojene na hranljivoj podlozi 48
sati. Utvrdena je smrtnost Zivotinja 1 potvrdena njena meduovisnost sa izvr§enom bakterijskom infekcijom izoliranjem
patogena iz bubrega mrtvih Zivotinja.

Rezultati

Kod skupina lijeCenih KLP-602, svi naprijed spomenuti imunoloski parametri bili su znacajno povecani (p<0,05) u
odnosu na odgovarajuce vrijednosti kod kontrolne skupine. Ovaj neocekivani rezultat je zapaZen kod svih skupina, t;.
nakon jednostruke, dvostruke ili trostruke primjene KLP-602 1 trajao je tijekom cijelog razdoblja promatranja do 4 tjedna
nakon posljednje injekcije.

Takoder je 1 smrtnost riba kod skupina koje su dobivale KLP-602 bila znafajno manja nego kod kontrolne skupine.
Aktivnost na pojaCavanju disanja bila je ¢ak znatno veca, kao 1 fagocitski indeksi 1 razine neutrofilske mijeloperoksidaze
(MPO) skupina koje su dva ili tri puta primale KLP-602.

Poznata osjetljivost kalifornijske pastrve na virulentna bakterijska zarazavanja A, salmonicida-om 1 zapaZeni rezultati
skupina koje su preventivno dobivale preparat sa lizozimskim cimerom, ukazuju da je lijek ustvari u stanju da izazove
kratkotrajnu zastitu protiv ovog zaraZavanja mikrobima. Dalje je uo€eno daje zastita bila veca kod skupina koje su dobile
dve 1ili tri doze KLP-602 nego kod skupina koje su samo jednom dobile preparat.

Zakljucak:

Davanje lizozimskog dimera velike ¢isto¢e ribama pojacava nespecifi¢ne obrambene mehanizme 1 znacajno pojacava
zastitu protiv zarazavanja mikrobima, na primjer A. salmonicida-om (koja izaziva furunkulozu). Ova zapaZanja su od
velikog znacaja za preventivo djelovanje 1 lijeCenje riba u industriji uzgoja ribe, kako bi se sveli na minimum gubici riba
usljed Cestih ribljih bolesti, posebno tijekom proljeca.

Primjer 4: Terapeutska primena lizozimskog dimera za izazivanje nespecificnog stimuliranja imunoloskog sustava riba
Projekat ispitivanja

Dvije stotine kalifornijskih pastrva je bilo uklju¢eno u ovu usporednu studiju nespecifi¢énih obrambenih mehanizama u
tijeku jedne prirodne infekeije IPNV-om (virus infektivne nekroze pankreasa) i nakon primjene jednog preparata koji je
sadrzavao dimeriziran lizozim (KLP-602). Nakon identifikacije infekcije IPNV-om, dio riba je lijecen sa KLP-602, dok je
kontrolna skupina ostala nelijeCena. Glavni parametri koji karakteriziraju nespecifi¢ni stani¢ni i humoralni obrambeni
mehanizam, analizirani su imunoloskim 1 seroloskim postupcima. Ovi su postupci obuhvacali tjedna odredivanja ukupnog
broja leukocita, relativnog broja leukocita, fagocitsku sposobnost PMN 1 MNB stanica, aktivnost na pojacanju disanja i
potencijalnu aktivnost ubijanja, aktivnost MPO u neutrofilima, lizozimsku i ceruloplazminsku djelatnost u plazmi, kao i
ukupne razine proteina i gamaglobulina, u tijeku razdoblja prac¢enja u trajanju od 2 mjeseca.

Replicirane skupine kalifornijske pastrve hranjene su hranom koja je sadrzala nespecifican imunostimulator KLP-602 u
dozi od 20 pg po kg tjelesne mase. Liofilizirani uzorci KLP-602 davani su zajedno s hranom bilo oralno u krutom obliku
(pahuljice, zrnca), bilo otopljeni u vodi ribnjaka, tj. kao vodena otopina, u razdoblju od sedam dana. Pretpostavlja se da se
lijek takoder moZe resorbirati jednim putem kroz riblje Skrge.

Nakon toga su uzimani uzorci 1 ispitivani na promjene nespecifi¢nog stani¢nog i humoralnog mehanizama u intervalima

od po tjedan dana. Svaki put je proizvoljno birano po 10 riba za imunoloska ispitivanja i za identifiviranje IPNV. Pored
toga, sve su ribe dnevno pregledane da nema neuobicajenog ponasanja, morfoloskih promjena i u pogledu smrtnosti.
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Rezultati

Kod riba prirodno zarazenih IPNV-om moglo se zapaziti djelovanje usmjereno na suzbijanje imuniteta. U tijeku cijelog
vremena pracenja, parametri koji oznacavaju nespecificni stani¢ni 1 humoralni obrambeni mehanizam bili su znac¢ajno
umanjeni, pri ¢emu su se tjedan dana nakon davanja hrane koja je sadrzavala lizozimski dimer, neki od parametara, na
primjer razinu ceruloplazmina, aktivnost pojacavanja disanja, razinu imunoglobulina i lizozimska aktivnost, znac¢ajno
povecéali (na primjer, povecanje od oko 31 % razine ceruloplazmina; povecanje od oko 40% lizozimske aktivnosti;
povecanje od oko 33% aktivnosti na pojacanju disanja) u usporedbi s kontrolnom skupinom. Nakon davanja KLP-602,
imunostimulacijsko djelovanje na nespecifi¢ne obrambene mehanizme bilo je nedvosmisleno identificirano. Isto tako je
kumulativna smrtnost bila najniza kod skupina koje su primale hranu koja je sadrzavala KLP-602.

Zakljucak

Ribe koje su dobivale hranu koja sadrzi lizozimski dimer (KLP-602) iskazale su pozitivne promjene nespecificnih
imunoloskih obrambenih mehanizama. Ove su promjene bile u korelaciji sa smanjenom smrtnosc¢u, tj. ukazivale su na
zastitu protiv prirodno nastale infekcije IPNV-om, koji nalaz jako preporucuje da se dalje razvija 1 optimizira strategija
prevencije 1/ili lije¢enja bolesti riba davanjem ovdje spomenutog lizozimskog dimera.

PATENTNI ZAHTJEVI

1.  Primjena jednog lizozimskog dimera, koji poZeljno sadrzi oko 10% mas. ili manje neZeljenih nusproizvoda i koji je,
u sustini, bez monomernog oblika lizozima, naznafen time, $to je za proizvodnju farmaceutskog preparata za
preventivno 1/ili terapeutsko djelovanje na jedno oboljenje birano iz skupine koja obuhvacéa rak, poremecaje rasta
kose, neko oboljenje riba 1 neko oboljenje péela.

2. Primjena prema zahtjevu 1, naznafena time, $to spomenuto preventivno ili terapeutsko djelovanje obuhvaca
nespecificnu stimulaciju imunoloskog sustava i/ili regenerativnih mehanizama Covjecjeg ili Zivotinjskog tijela.

3. Primjena prema zahtjevu 1 ili 2, nazna€ena time, stoje spomenuti rak potican ili izazvan djelovanjem jednog virusa
biranog iz skupine koja obuhvaca virus koji izaziva bradavice kod Covjeka, Epstajn-Barov virus, jedan hepatitis B
virus 1 jedan retrovirus, preporuljivo virus leukemije T-stanica kod odraslih (HTLV-I), HTLV-II i HIV-1,
ukljucujuéi podvrste HIB-a.

4. Primjena prema zahtjevu 1 ili 2, naznadena time, za stimuliranje rast kose, preporucljivo u slu¢aju poremecaja rasta
kose usljed nepravilnog imunoloskog funkcioniranja, najpreporucljivije u slucaju alopecije areata.

5. Primjena prema zahtjevu 1 ili 2, naznacena time, $to spomenuto oboljenje riba obuhvaca furunkulozu 1 infekciju
IPNV-om.

6. Primjena prema bilo kojem od zahtjeva 1, 2 1 5, naznadena time, sto te ribe obuhvacaju porodicu lososa, posebno
kalifornijsku pastrvu.

7.  Primjena prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznafena time, $to je spomenuti lizozimski dimer jedan
proizvod dimeriziranja lizozimskih monomera izvedenih od prirodnih izvora koji obuhvacaju ljude, Zivotinje, jaja,
bilje 1 mikroorganizme, ili sintezom kemijskim postupcima i/ili postupcima genetskog inZenjeringa.

8.  Primjena prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, nazna€ena time, $to se preparat lizozimskog dimera daje u
jednoj jedinoj ili ponovljivoj dozi od oko 0,005 - 0,5 mg/kg, preporucljivo od oko 0,01 - 0,1 mg/kg tjelesne mase.

9. Primjena prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, nazna€ena time, sto je preparat lizozimskog dimera u obliku
gela, masti ili tekuceg preparata, koji preporucljivo sadrzi lizozimski dimer u koli¢ini od 0,01-10 mg/ml,
preporucljivije u koli¢ini od oko 0,1-1,0 mg/ml, 1 §to preparat poZeljno sadrZi bar jos jedan fizioloski prihvatljivo
otapalo, nosac 1 pogodan konzervans, za lokalno, oralno ili parenteralno davanje.

10. Primjena prema bilo kojem od zahtjeva 1-8, naznaCena time, §to je preparat lizozimskog dimera u krutom obliku,
posebno u obliku tablete, kapsule, drazeje, praska, zrnaca, granula ili pahuljica, pri emu preparat preporucljivo
sadrzi lizozimski dimer u koli¢ini od 0,01-10 mg, preporucljivije u koli¢ini od oko 0,1-1,0 mg po g cjelokupnog
preparata, i $to preparat poZeljno sadrZi bar jo§ jedan pogodan nosac, jedan konzervans i neki uobi¢ajen farmaceutski
dodatak, za oralno davanje.

11. Primjena prema bilo kojem od zahtjeva 1, 2, 7 do 9, za sprecavanje 1/ili lijeCenje - eventualno virusom izazvanog -
raka urogenitalnog trakta, naznatena time, Sto se djelotvorna doza lizozimskog dimera lokalno nanosi u obliku
antiseptickog zavoja ili impregniranog tampona.

SAZETAK
Prikazani se izum odnosi na farmaceutske preparate koji sadrze jedan lizozimski dimer, preporucljivo velike Cistoce, tj.sa
oko 10% mas. ili manje neZeljenih nusproizvoda, i na nove primjene istog. Te primjene obuhvacaju lokalno, oralno 1

parenteralno davanje spomenutih preparata za nespecificnu imunostimulaciju kao mjeru za sprecavanje 1/ili lijeCenje
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humanih i zivotinjskih oboljenja koja obuhvacaju rak, poremecaje rasta kose, oboljenja riba i oboljenja pcela.

Nespecificno sitmuliranje imunoloskog sustava izaziva se jednom jedinom ili ponovljenom primjenom preparata
lizozimskog dimera, preporucljivo u koncentraciji od 5 do 500 ug tjelesne mase.
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