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57 Sammendrag

Det fremskaffes en synovialcelle-vekstinhibitor, eller en farmaseytisk blanding for behandling av
kronisk reumatoid artritt basert pa synovialcelle-vekstinhibitoren. Den farmaseytiske blanding for
behandling av kronisk reumatoid artritt eller synovialcelle-vekstinhibitoren inneholder en IL-6
antagonist, slik som IL-6 antistoff eller IL-6R antistoff som en effektiv komponent.



Den foreliggende oppfinnelse vedrarer en anvendelse av et interleukin-6
antistoff eller interleukin-6 reseptorantistoff for fremstilling av én farmaseoytisk
blanding for behandling av uhormal synovialcelle-vekst.

Kronisk leddgikt er en systemisk kronisk betennelsessykdom der unormal
vekst av bindevev, deri inkiudert synovialt vev, forekommer i leddene (Melnyk et al.,
Arthritis Rheum. 33:493-500, 1990). Leddene hos pasienter med kronisk reumatoid
artritt har blitt vist & ha en markert vekst av synovialceller, dannelsen av en struktur
med flere lag som fremkalles av unormal vekst av synovialcellene (dannelse av
pannus), invasjon av synovialceller inn i bruskvev og benvev, vaskularisering mot
synovialvevet og infiltrasjon av betennelsesceller slik som lymfocytter og makrofager.
Mekanismene som forarsaker begynnelse av reumatoid artritt har blitt rapportert &
vaere basert pa slike faktorer som arvelighet, bakterielle infeksjoner og med bistand
fra ulike cytokiner og vekstfaktorer, men den generelle mekanisme som pabegynner
prosessen har forblitt ukjent.

Senere ar har cytokinér og vekstfaktorer, inkluderende interleukin-1 (IL-1),
interleukin-8 (IL-8), tumornekrosefaktor o. (TNFa), transformerende vekstfaktor
(TGFB), fibroblast vekstfaktor (FGF) og blodplatederivert vekstfaktor (PDGF) blitt
oppdaget i synovialmembranen og synovialvaesken hos pasienter med reumatoid
artritt (Nouri et al., Clin. Exp. Immunol. 55:295-302, 1984; Thornton et al., Clin. Exp.
Immunol. 86:79-86, 1991; Saxne et al., Arthritis Rheum. 31:1041-1045, 1988; Seitz
et al, J. Clin. Invest. 87:463-469, 1991; Lafyatis et al., J. Inmunol. 143:1142-1148,
1989; Melnyk et al., Arthritis Rheum. 33:493-500, 1990).

Det antas at IL-1, TNFa og PDGF er spesielt sterke synovialcelle-
vekstfaktorer ( Thornton et al., Clin. Exp. Immunol. 86:79-86, 1991; Lafyatis et al., J.
Immunol. 143:1142-1148, 1989; Gitter et al., Immunology 66:196-200, 1989). Det
har ogsa blitt antydet at stimulering med IL-1 og TNF resulterer i produksjoh av
interleukin-6 (IL-6) i synovialcellene (lto et al., Arthritis Rheum. 35:1197-1201, 1992).

IL-6 er et cytokin som ogsa er kjent som B-celle-stimulerende faktor 2 eller
interferon 2. IL-6 ble oppdaget som en differensieringsfaktor som bidro til aktivering
av B-lymfoide celler (Hirano, T. et al., Nature, 324, 73-76, 1986), og ble senere
funnet a veere et multifunksjonelt cytokin som pavirker funksjonen av en rekke av
ulike celletyper (Akira, S. et al., Adv. in Immunology 54, 1-78, 1993). To funksjonelt
ulike membranmolekyler er nadvendig for induksjon av IL-6 aktiviteter. En av disse er
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IL-6 reseptoren (IL-6R), et protein med omtrent 80 kD molekylvekt, som binder
spesifikt til IL-6.

IL-6R eksisterer i en membranbundet form som uttrykkes pa cellemembranen
og penetrerer cellemembranen, samt i form av en lgselig IL-6R (sIL-6R) som
hovedsakelig bestar av det ekstracellulzere domenet. Et annet protein er gp130 med
en molekylvekt pa tilnaermet 130 kD, som er ikke-ligandbindende, men heller
fungerer i & mediere signaloverfering. IL-6 og IL-6R former komplekse IL-6/IL-6R
som igjen binder med et annet membrénprotein, nemlig gp130, for & indusere den
biologiske aktivitet av IL-6 til cellen (Taga et al. J. Exp. Med. 196:967, 1987).

| lopet av foreliggende sgknads behandling er det trukket frem fem mothold;
D1:EP 0617 126, D2: FR2 694 767, D3 : EP 0 399 429, D4 : EP 0 572 118,

D5 : US 5210 075. D1 omhandler polyeptider som inhiberer binding mellom human
IL-6 og dens reseptor som kan benyttes i IL-6 assosierte sykdommer. D2 omfatter
farmaseytiske blandinger med IL-6 reseptorspesifikke antistoffer for behandling av
inflammatoriske sykdommer. D3 beskriver monokionale antistoffer spesifikke for IL-6
som kan redusere den biologiske aktiviteten til human interleukin-6. D4 omtaler
monoklonale antistoffer spesifikke for gp130 og farmaseytiske blandinger
omfattende dem. D5 beskriver IL-6 antagonistpeptider og blandinger inneholdende
disse.

' Foreliggende oppfinnelse vedrarer anvendelse av et interleukin-6 antistoff
eller interleukin-6 reseptorantistoff for fremstilling av en farmaseytisk blanding for
behandling av unormal synovialcelle-vekst. Ingen av de siterte D1-D5 vedrarer
behandling av unormal synovialcelle-vekst, og foreliggende oppfinnelse er den forste
til & tilveiebringe en slik anvendelse av interleukin-6 antistoff, eller et interleukin-6
reseptorantistoff.

Det har blitt rapportert at serum eller synovialvaeske fra reumatoid.
artrittpasienter inneholder forheyede mengder av interleukin-6 (IL-6) og lgselig IL-6
reseptor (sIL-6R) (Houssiau et al., Arthritis Rheum. 31:784-788, 1988; Hirano et aI.,‘
Eur. J. Immunol. 18:1797-1801, 1988; Yoshioka et al., Japn. J. Rheumatol. in press),
og siden lignende resultater ogsa har blitt oppnadd i dyremodeller av reumatoid artritt
(Takai et al.,, Arthritis Rheum. 32:594-600, 1989; Leisten et al., Clin. Immunol.
Immunpathol. 56:108-115, 1990), har det blitt antydet at IL-6 pa en ukjent mate er
innblandet i kronisk reumatoid artritt.



Imidlertid viser japansk ikke-gransket patentpublikasjon nr. 4-89433 at
peptider som sterkt fremmer !L-G produksijon er effektive som behandlinger for
reumatoid artritt. . ‘ '

Higaki et al. har ogsa antydet at synovialceller fra kronisk reumatoid
artrittpasienter har en forminsket vekstreaksjon som respons péa IL-6, og at IL-6
séledes har en inhibitorisk funksjon mot vekst av synovialceller (Clinical Immunology,
22:880-887, 1990). Saledes finnes motstridende rapporter hva angar relasjonen
mellom IL-6 og kronisk reumatoid artritt, og dette forhold er forelapig uklart.

Wendling et ai. har nylig rapportert at tilfersel av anti-IL-6 antistoffer til
pasienter med reumatoid artritt forer til en forbigaende forbedring av de kliniske og
biologiske symptomer, samtidig som IL-6-nivaer i serum gker (J. Rheumatol. 20:259-
262, 1993).

Disse rapporter frembringer ingen resultater angaende problemet om IL-6
aksellererer vekst av synovialceller fra kronisk reumatoid artritt, eller har en
inhibitorisk effekt, og det er séledes fremdeles ukjent om IL-6 har eller ikke har en
direkte effekt pa synovialcellene fra pasienter med kronisk reumatoid artritt.

Anti-inflammatoriske steroidforbindelser slik som kortikosteroider, har blitt
benyttet som middel mot reumatoid artritt, men siden deres kontinuerlige bruk farer
til uenskede bivirkninger slik som hudskader og hemming av binyrebarkfunksjonen,
har medikamenter som har mindre bivirkninger blitt ettersokt.

Det er et mal for den foreliggende oppfinnelse a fremskaffe en ny anvendelse
av et interleukin-6 antistoff eller interleukin-6 reseptorantistoff for fremstilling av en
farmasoytisk blanding for behandling av unormal synovialcelle-vekst.

Foretrukket er nevnte interleukin-6 antistoff, et antistoff mot human interleukin-
6, og nevnte interleukin-6 reseptorantistoff er et antistoff mot human interleukin-6
reseptor. | andre foretrukne aspekt av foreliggende oppfinnelse er antistoffet som
anvendes PM-1 antistoft og mer foretrukket humanisen PM-1 antistoff.

De herveerende oppfinnere har utfart grundig forskning vedrerende rollen som
IL-6 kan spille pa synovialceller fra reumatoid artritt. Under denne forskning ble ingen
vekst av synovialceller fra reumatoid artritt funnet med IL-6 alene, ogen faktor i
tiflegg til IL-6 ble derfor studert, noe som har resultert i den herveerende oppfinnelse
basert pa oppdagelsen at mens IL-6 alene har tilnaermet ingen vekststimulerende
effekt pa synovialceller sa fremkommer en sterk synovialcelle-veksteffekt | naervasr
av bade IL-6 og leselig IL-6R, og yidere at denne veksteffekt pa synovialceller blir



undertrykket ved tilfersel av en antagonist som hemmer IL-6-aktivitet, slik som IL-6
antistoff eller IL-6R antistoff.

KORT BESKRIVELSE AV FIGURENE

Fig. 1 er en grafisk fremstilling som viser opptak av 3H-tymidin i synovialceller i
naervaer av enten IL-6 eller sIL-6R alene og i neervaer av bade IL-6 og sIL-6R.

Fig. 2 er en grafisk fremstilling som viser effekt av IL-6 antistoff eller IL-6R
antistoff pa opptak av *H-tymidin i synovialceller i neervaer av bade IL-1B og siL-6R.

Fig. 3 er en grafisk fremstilling som viser effekt av IL-6 antistoff eller IL-6R
antistoff pa opptak av *H-tymidin | synovialceller i naervaer av bade IL-6 og sIL-6R.

Fig. 4 er en grafisk fremstilling som viser den hemmende effekt av IL-6R
antistoff pa initiering av mus-kollagen-indusert artritt-modeller.

Fig. 5 er en grafisk fremstilling som viser serum anti-kollagen antistoff-nivaer
hos mus med artritt.

Fig. 6 er et fotografi av en histopatologisk undersokelse av baklabbsleddet
hos en kollagen artritt-mus. (a) er et fotografi fra en mus i en gruppe som har fatt
tilfart IL-6 reseptor-antistoff, og (b) er fra en mus-gruppe som har fatt tilfert et
kontroll-antistoff. | grﬁppen som har fatt tilfert IL-6 reseptor-antistoff var invasjonen
av granulasjonsvev inn i brusk og ben (kronisk proliferativ synovitt) tydelig dempet.

En farmaseytisk blanding for behandling av kronisk reumatoid artritt er et
medikament som ved tilforsel til pasienter med kronisk reumatoid artritt undertrykker
vekst av synovialceller i ledd og har en dempende og terapeutisk virkning pa
symptomene.

IL-6 antagonisten kan fremkomme fra enhver kilde s& lenge det er en
substans som blokkerer IL-6 signaloverfaring og hemmer IL-6 biologisk aktivitet. IL-6
antagonister inkluderer IL-6 antistoff, IL-6R antistoff, gp130 antistoff, modifisert IL-6,
antisens IL-6R og delpeptider fra IL-6 eller IL-6R.

Et antistoff benyttet som en antagonist slik som IL-6 antistoff, IL-6R antistoff
eller gp130 antistoff, kan vaere av enhver opprinnelse eller type (monoklonal,
polyklonal), men monoklonale antistoff aviedet fra pattedyr, blir spesielt foretrukket.
Disse antistoffer binder til IL-6, IL-6R eller gp130 for & hemme bihding mellom IL-6



og IL-6R eller IL-6R og gp130 og blokkerer séledes IL-6 signaloverfaring, noe som _
hemmer IL-6 biologisk aktivitet. '

Dyrearten hvorfra de monoklonalt antistoffproduserende celler hentes, er ikke
spesielt begrenset s& lenge det er et pattedyr, og humane antistoff eller antistoff
fremskaffet fra et ikke-humant pattedyr kan benyttes. Monoklonale antistoff
fremskaffet fra et ikke-humant pattedyr, er fortrinnsvis monoklonale antistoff
fremskaffet fra kaniner eller gangere siden disse er enklere & preparere. Det er ingen
spesielle restriksjoner pa gangertypen, men foretrukne eksempler er mus, rotter og
hamstere. .

Eksempler pa slike antistoff som er IL-6 éntistoff inkluderer MH166 (Matsuda
et al, Eur. J. Immunol. 18:951-956, 1988) og SK2 antistoff (Sato et al., Journal for
the 21st General Meeting of the Japan Immunology Association, 21:116, 1991).
Eksempler pa IL-6R antistoff inkluderer PM-1 antistoff (Hirata et al. J. Immunol.
143:2900-2906, 1989), AUK12-20 antistoff, AUK64-7 antistoff og AUK146-15
antistoff (internasjonal ubehandlet patentsgknad nr. WO92-19759). Et eksempel pa
gp130 antistoff er AM64 antistoff (Japansk ikke-undersgkt patentpublikasjon nr.
3-219894).

Ifelge foreliggende oppfinnelse er anvendelse av PM-1 antistoff foretrukket.

Monoklonale antistoff kan bli preparert pa den felgende mate som er basert
pa en velkjent teknikk. | denne blir IL-6, IL-6R eller gp130 benyttet som det
sensitiserende antigen for immunisering ifalge en konvensjonell immuniserings-
metode, og de resulterende immunocytter blir deretter fusjonert med kjente
foreldreceller ved hjelp av en konvensjonell cellefusjonsmetode, og monoklonalt
antistoff-produserende celler blir utvalgt ved hjelp av en konvensjonell
- utvelgelsesmetode for a fremskaffe antistoffene.

Mer spesifikt kan de monoklonale antistoffer bli fremstilt pa felgende mate.
Dersom det sensitiserende antigen for eksempel er humant IL-6, blir antistoffene
fremskaffet ved & bruke gensekvensen for human IL-6 som har blitt rapportert av
Hirano et al., Nature, 324:73, 1986. Den humane IL-6 gensekvens blir innsatt i et
ekspresjonsvektorsystem og benyttet for & transformere passende vertsceller,
‘hvoretter det ganskede IL-6-protein blir renset fra vertscellene eller fra
kultursupernatanten og det rensede IL-6-protein blir deretter benyttet som det
sensitiserende antigen.
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| tilfelle av det humane IL-6R kan IL-6R proteinet fremskaffes ved hjelp av den
samme metode som beskrevet for human IL-6 over, ved & bruke gensekvensen som
er oppgitt i europeisk patentsgknad nr. EP325474. To typer av IL-6R eksisterer, en
som uttrykkes p& cellemembranen og en i en lgselig form (sIL-6R) som er adskilt fra
cellemembranen. sIL-6R bestar hovedsakelig av det ekstracelluleere domene av
IL-6R som er bundet til cellemembranen, og det skiller seg fra det membranbundne
IL-6R i at det mangler transmembrandomenet eller transmembrandomenet og det
intracellulaere domenet.

Hva angar human gp130 kan gp130 proteinet fremkalles ved hjelp av den
samme metode som for human IL-6 som er beskrevet over, under bruk av
gensekvensen som er offentliggjort i europeisk patentseknad nr. EP411946.

Typen pattedyr som immuniseres med det sensitiserende agens er ikke
begrenset til spesifikke typer, men dyr utvelges fortrinnsvis med hensyn til deres
kompatibilitet med foreldrecellen som benyttes for cellefusjonen, og vanligvis kan
mus, rotter, hamstere og kaniner benyttes.

Immunisering av dyrene med det sensitiserende antigen kan oppnas ved hjelp
av en offentlig kjent metode. For eksempel involverer en vanlig metode
intraperitoneal eller subkutan injeksjon av det sensitiserende antigen inn i pattedyret.
| detalj blir det sensitiserende antigen fortrinnsvis fortynnet med en ekvivalent av
PBS (fosfat-buffret saltvann) eller fysiologisk saltvann, suspendert og benyttet
sammen med en passende mengde av et konvensjonelt adjuvans, slik som Freunds
komplette adjuvans dersom dette er gnsket, og deretter tilfort pattedyret et par
ganger hver 4-21 dag. En passende beaerer kan ogsa bli benyttet for immunisering
sammen med det sensitiserende antigen.

Etter denne immunisering og bekreftelse av gket serumniva av det gnskede
antistoff, blir immunocytter tatt ut fra pattedyrene og brukt i cellefusjonen, med
miltceller som spesielt foretrukne immunocytter.

Foreldrecellene benyttet for fusjon med de ovenfor beskrevne immunocytter
kan vaere myelomceller fra pattedyr, og en rekke av allerede offentlig kjente
cellelinjer kan passende bli benyttet, inkluderende P3 (P3x63Ag8.653) (J.Immunol.

' 123:1548, 1978), p3-U1 (Current Topics in Microbiology and Immunology 81:1-7,
1978), NS-1 (Eur. J. Immunol. 6:511-519, 1976), MPC-11 (Cell, 8:405-415, 1976),
SP2/0 (naturem 276:269-270, 1978), Of (J. Immunol. Meth. 35:1-21, 1980), S194 (J.
Exp. Med. 148:313-323. 1978), R210 (Nature, 277:131-133, 1979). Cellefusjonen av



immunocyttene med myelomcellene kan baseres pa en velkjent metode, for
eksempel metoden til Milstein et al. (Milstein et al., Methods Enzymol. 73:3-46,
1981).

| mer detalj blir den oven beskrevne cellefusjon utfert i en vanlig cellekultur i
nearvasr av en cellefusjonspromoter. Fusjonspromoteren som benyttes kan veaere for
eksempel polyetylenglykol (PEG) eller Sendai-virus (HVJ) og dersom det gnskes
kan en hjelp slik som dimetylsulfoksyd ogsa bli tilsatt for & eke fusjonseffektiviteten.

Proposjonene av immunocytter og myelomceller som benyttes er fortrinnsvis
en 1 til 10 ganger mengde av immunocytter sammenlignet med myelomcellene.
Dyrkningsmediet som benyttes for cellefusjonen kan for eksempel veere RPMI 1640
kulturmedium eller MEM kulturmedium som er passende for vekst av
myelomcellelinjer, eller andre vanlige kulturmedier som benyttes for slik
celledyrkning, og supplementzere serumliasninger, slik som fotalt kalveserum (FCS)
kan ogsa benyttes med disse. ,

Cellefusjonen blir utfort ved at de foreskrevne mengder av immunocytter og
myelomcellene blandes grundig i dyrkningsmediet som er beskrevet over, tilfarsel av
en PEG-lesning som er varmet pa forhand til ca. 37°C, for eksempel med PEG med
en giennomsnittlig molekylvekt pa ca. 1000 til 6000, tilsatt dyrkningsmediet vanligvis i
en konsentrasjon pa 30 til 60% (vekt/volum), og deretter blanding for & danne de
enskede fusjonerte celler (hybridomer). Som neste trinn er prosedyren med gradvis
tilsetning av et passende dyrkningsmedium og sentrifugering for & fieme
supemnatanten repetent, for & fa fiernet det cellefusjonerende agens, etc., noe som er
uheldig for vekst av hybridomene.

Passende hybridomer blir utvalgt ved & dyrke i et normalt selektivt
dyrkningsmedium, slik som HAT dyrkningsmedium (noe som inneholder hypoksantin,
aminopterin og tymin). Dyrkingen i HAT-kulturmedium blir fortsatt i en spesifisert tid,

" vanligvis et par dager til et par uker, som er tilstrekkelig for at cellene som ikke er

hybridomer dar pg blir borte (ikke-fusjonerte celler). Deretter blir vanlig begrenset
fortynning utfert, og hybridomene som produserer de gnskede antistoff blir utsatt for
masking og monokloning. .

De monoklonale antistoffproduserende hybridomer som er fremskaffet pa
denne maéte, kan bli subdyrket i et vanlig dyrkningsmedium og de kan ogsé plasseres
i flytende nitrogen for langstidslagring.
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For & fremskaffe de monoklonale antistoffer fra hybridomene blir hybridomene
dyrket ifalge en vanlig metode, hvoretter kultursupernatanten blir oppsamiet, eller en
metode blir benyttet hvorved hybridomene blir injisert til et kompatibelt pattedyr, der
de tillates & vokse, og der bukvaesken sa blir oppsamlet. Den forste metoden er
passende for & fremskaffe antistoff av hay renhetsgrad, mens den siste metoden er
passende for masseproduksjon av antistoffene.

De monoklonale antistoffer som fremskaffes ved disse metoder kan deretter
renses ved bruk av konvensjonelle protein-rensningsteknikker, slik som utsalting,
geffiltrering, affinitetskromatografi eller lignende.

De monoklonale antistoffer fremskaffet pa denne mate kan deretter
analyseres med henblikk pa deres falsomhet og heygradig renhetsgjenkjennelse av
antigenet ved hjelp av vanlig immunologiske teknikker, slik som radioimmunoassay
(RIA), enzym-koblet immunoassay (EIA, ELISA), fluorescens antistoffteknikk
(immunofluorescensanalyse), etc.

De monoklonale antistoff som benyttes ifelge oppfinnelsen er ikke begrenset
til monoklonale antistoffer produsert fra hybridomer, og de kan veere antistoff som
har blitt kunstig modifisert med henblikk pa & senke heteroantigenisiteten mot
mennesker. For eksempel kan et kimaert antistoff bli benyttet som bestar av den
variable region fra et monoklonalt antistoff fra et ikke-humant pattedyr, slik som en
mus, og den konstante region fra et humant antistoff, og slikt kimzert antistoff kan
produseres ved hjelp av en kjent kimaer antistoffproduserende metode, spesielt ved
hjelp av en genrekombinasjonsteknikk. _

Omskapte humane antistoff kan ogsa bli benyttet ifalge oppfinnelsen. Disse
blir fremstilt ved a bruke den komplementzere determinante region av en mus eller
andre ikke-humant pattedyrs antistoff for & bytte ut den komplementzere
determinante region av et humant antistoff, og konvensjonelle genrekombinasjons-
metoder for dette er velkjent. En av de kjente metoder kan benyttes for & fremskaffe
et omskapt humant antistoff som er hensiktsmessig & anvende ifelge oppfinnelsen.
Et foretrukket eksempel pa ét slikt gjenskapt humant antistoff er hPM-1 (se
internasjonal patentsgknad nr. W092-19759). _

Nar det er ngdvendig kan aminosyrer fra ramme-regionen (FR) i den variable
region til et antistoff, bli substituert slik at den komplementaere determinante region i
det omskapte humane antistoff danner et passende antistoff-bindingssete (Sato et
al., Cancer Res. 53:851-856, 1993). | tillegg kan forméalet som er beskrevet over
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ogsa oppnas ved at man konstruerer et gen som koder for et antistoff-fragment som
binder til antigenet for 8 hemme IL-6-aktivitet, slik som Fab eller Fv, eller en
enkelkjede Fv (scFv) der Fv til H- og L-kjedene blir bundet pa via en passende
forbindelse, og deretter bruke dette for ekspresjon i en passende vertscelle (se for
eksempel Bird et al., TIBTECH, 9:132-137, 1991; Huston et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 85:5879-5883, 1988).

Modifisert IL-6 som benyttes ifalge oppfinnelsen kan veere den beskrevet av
Brakenhoff et al., i J. Biol. Chem. 269:86-93, 1994 eller Savino et al., EMBO J.
13:1357-1367, 1994.

Det modifiserte IL-6 som benyttes kan fremskaffes ved & introdusere en
mutasjon slik som en substitusjon, delesjon eller insersjon, inn i IL-6
aminosyresekvensen for & vedlikeholde bindingsevnen med IL-6R, men
eliminerende IL-6 signaloverferingsfunksjonen. Kilden for IL-6 kan veere fra enhver
dyreart sa lenge den har de over beskrevne egenskaper, men i relasjon til
antigenisitet blir vanligvis en type fremskaffet fra ménneske foretrukket.

| mer detalj kan sekundaerstrukturen til IL-6 aminosyresekvensen bli forutsagt
ved hjelp av et offentlig kjent molekylzert modellerende program, slik som WHATIF
(Vriend et al., J. Mol. Graphics, 8:52-56, 1990), hvorved betydningen av muterte
aminosyrerester kan bli evaluert pa den totale struktur. Etter 4 ha avgjort de
passende muterte aminosyrerester blir en vektor som inneholder nukleotidsekvensen
som koder for det humane IL-6 gen benyttet som et templat for & introdusere
mutasjonene ved den konvensjonelt benyttede PCR (polymerase kjedereaksjon)
metoden, for derved a fremskaffe et gen som koder for det modifiserte IL-6. Dette blir
deretter inkorporert inn i en passende ekspresjonsvektor dersom dette er nadvendig,
og uttrykt i E. colceller eller pattedyrceller, og deretter benyttet enten mens det erii
kultursupernatanten eller etter isolering og rensing ved hjelp av konvensjonelle
metoder for & evaluere bindingsaktiviteten med henblikk pa IL-6R, samt den
neytraliserte IL-6 signaloverfaringsaktivitet.

Et delvis IL-6 peptid eller delvis IL-6R peptid som benyttes ifalge den
foreliggende oppfinnelse, kan ha enhver sekvens sa lenge det binder til henholdsvis
IL-6R eller IL-6, og ikke har noen IL-6 aktivitetsoverfaringsfunksjon. IL-6 delpeptider
og IL-6R delpeptider er beskrevet i US-patentpublikasjon nr. US5210075. Et IL-6
antisens oligonukleotid er beskrevet i Japansk patentsgknad nr. 5-300338.
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En farmasegytisk blanding for behandling av kronisk reumatoid artritt der den
effektive komponent er en IL-6 antagonist, er effektiv i behandling av kronisk
reumatoid artritt dersom den blokkerer IL-6 signaloverfaring og undertrykker den
unormale vekst av synovialceller som induseres av IL-6, som er implisert i
sykdommen. Eksempel 1 demonstrerer den veksthemmende effekt pa synovialceller
fra pasienter med reumatoid artritt in vitro. | Eksempel 2 ble IL-6 reseptorantistoff
tilfert museartritmodeller immunisert med type Il kollagen, og de relevante data
demonstrerer (1) hemming av artritt-begynnelse basert pa en artritt-indeks (Figur 4),
(2) suppresjon av anti-type Il kollagen antistoffproduksjon i blodet hos kollagen-
immuniserte mus (Figur 5) og (3) hemming av granulasjonsvevs-invasjon inn i brusk
og ben (kronisk proliferativ synovitt) i bakpoteleddene hos museartrittmodeller som -
har fatt tilfert IL-6 reseptorantistoff (Figur 6).

Hva angér (1) og (2) beskrevet over, bekreftet resultatene en hemmende
effekt av IL-6 reseptorantistoff, spesielt i initiale faser, pa. begynnelsen av artritt hos
musemodellene. Resultatene av (3) demonstrerte at invasjon av granulasjonsvev inn
i brusk og benvevet blir hemmet og at dette stetter resultatene observert i Eksempel
1 (in vitro hemming av synovial cellevekst).

De eksperimentelle resultater fra (1) og (2) indikerer at den farmasoytiske
blanding for behandling av kronisk reumatoid artritt har en utmerket initial effekt pa
reumatoid artritt.

Den farmasgytiske blanding for behandling av kronisk reumatoid artritt blir
fortrinnsvis tilfert parenteralt, for eksempel ved intravengs, intramuskuleer,
intraperitoneal eller subkutan injeksjon, enten systemisk eller lokalt. Det kan ogsa
veere i form av en medisinsk formulerings-utstyrspakke sammen med minst en type
av medisinsk baerer eller fonynningsmiddel.

"~ Dosen av den farmasgytiske blanding for behandling av reumatoid artritt nar
tilfort til mennesker, vil variere avhengig av den patologiske tilstand og alder hos
pasienten, og tilferselsmetoden, og passende og korrekte doser mé saledes bli
utvalgt. Som et eksempel kan et maksimum av fire delte doser i omradet mellom
omtrent 1 til 1000 mg/pasient bli utvalgt. Imidlertid er den farmasgytiske blanding for
behandling av reumatoid artritt ikke begrenset til disse doser.

Den farmasgytiske blanding for behandling av reumatoid artritt kan formuleres
ifelge konvensjonelle metoder. For eksempel blir en injeksjonsformulering preparert
ved at den rensede IL-6 antagonisten oppleses i et losningsmiddel slik som
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fysiologisk saltvann eller en bufferlasning og deretter tilsatt en adsorpsjonshemmer
slik som Tween 80, gelatin, humant serumalbumin (HSA) ellef lignende, og
blandingen kan sa frysetmkeé fer bruk for rekonstitusjon i losning. Eksipienten’
benyttet for fryseterking kan vaere en sukkeralkohol slik som mannitol eller glukose
eller et sakkarid.

Eksempler
Den foreliggende oppfinnelse vil na bli forklart i starre detalj ved hjelp av de
felgende eksempler, referanseeksempler og eksperimentelie eksempler.

Referanse-eksempel 1. Fremstilling av humant lgselig IL-6 reseptor

Leselig IL-6R ble fremstillet (Yasukawa et al., J. Biochem. 108:673-676, 1990}
ved PCR (polymerase kjedereaksjon) metoden under bruk av plasmid pBSF2R.236
som inneholdt cDNA som koder for den humane IL-6 reseptoren (IL-6R) fremskaffet
ifeige metoden tit Yamasaki Aet al. {Science, 241:825-828, 1988).

Den nevnte plasmid pBSF2R.236 ble fordeyet med restriksjonsenzym Sphil for
a fremskaffe et IL-6R cDNA-fragment som deretter ble innfart i mp18 (Amersham
Co.). Den syntetiske oligo-primer ATATTCTCTAGAGAGATTCT, konstruert for
introduksjon av et stoppkodon i IL-6R cDNA, ble benyttet for & introdusere en
mutasjon i IL-6R cDNA ved hjelp av PCR metoden under bruk av et in vitro-
mutagenesesystem (Amersham Co.). Denne prosedyre resulterte i introduksjon av et '
stoppkodon pa posisjonen til aminosyre 345, som fremskaffet cDNA som koder for
lzselig IL-6R (sIL-6R).

For & uttrykke siL-6R cDNA i CHO-celler ble det nevnte sIL-6R cDNA kuttet
med Hindlll-Sall innfert i plasmidet pECEdhfr (Clauser et al., Cell, 45:721-735, 1986)
som hadde cDNA som kodet for dihydrofolat-reduktase (dhfr) innfart ved kisvings-
‘sefet til restriksjonsenzymet Pvul for a fremskaffe CHO-celle-ekspresjonsplasmidet
pECEdhfr344. '

10 pg av plasmidet pECEdhfr344 bie brukt for & transfektere dhfr CHO-
cellelinjen DXB-11 (Urland et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 4216-4220, 1980) -
ved hjelp av kalsiumfosfat presipitasjonsmetoden (Chen et al., Mol. Cell. Biol.
7:2745-2751, 1987).
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De transfekterte CHO-celler ble dyrket i 3 uker i et nukleosidfritt cMEM
selektivt dyrkningsmedium som inneholdt 1 mM glutamin, 10% dialysert fotalt
kalveserum (FCS), 100 U/mL penicillin og 100 ug/mL streptomycin. De selekterte
CHO-celler ble screenet ved hjelp av fortynningsbegrensningsmetoden, og en enkel
monoklonal CHO-cellelinje ble fremskaffet. CHO-celleklonen ble amplifisert i 20 nM
til 200 nM konsentrasjon metotrexat (MTX) for & fremskaffe den humane sIL-6R-
produserende CHO-cellelinje 5E27.

CHO-cellelinjen SE27 ble dyrket i Iscove’s modifiserte Dulbecco’s medium
(IMDM, produkt fra Gibeo, Co.) som inneholdt 5% FCS, kultursupematanten ble
gienvunnet og sIL-6R konsentrasjonen i kultursupematanten ble malt ved hjelp av
ELISA (enzymkoblet immunosorbent assay) metoden ifelge vanlig standard-
prosedyre. '

Referanse-eksempel 2. Produksjon av humant IL-6 antistoff

Humant IL-6 antistoff ble fremskaffet ifalge metoden til Matsuda et al., (Eur. J.
Immunol. 18:951-956, 1988).

BALB/c mus ble immunisert med 10 ug av rekombinant IL-6 {(Hirano et ai.,
Immunol. Lett., 17:41, 1988) sammen med Freund’'s komplette adjuvans, og dette
ble repetert en gang i uken til anti-IL-6 antistoff ble funnet i blodserum.

Immunocyttene bie ekstrahert fra de lokale lymfeknuter, og polyetyienglykol
1500 ble benyttet for fusjon med myelomcellelinjen P3U1. Hybridomer ble utvaigt
ifelge metoden til Oi et al., (Selective Methods in Cellular Immunology, W.H.
Freeman & Co., San Francisco, 351, 1980) ved & bruke HAT kulturmedium, og en
human IL-6 antistoff-produsefende hybridomlinje ble etablert. Det humane IL-6
antistoff-produserende hybridom ble brukt i IL-6 bindingsanalyse pa den felgende

Spesifikt ble en biat polyvinyl 96-branns mikroplate (produkt fra Dynatech
Laboratories, Inc., Alexandria, VA) dekket over natt med 100 pL av geit anti-mus Ig
antistoff (10 uL/mL, produkt fra Cooper Biomedical, Inc., Malvern, PA)ien 0,1 M
karbonat-hydrogenkarbonat bufferlesning (pH 9,6) ved 4°C . Platen ble deretter
behandlet i 2 timer ved romtemperatur med PBS som inneholdt 100 pL av 1% bovint
serumalbumin (BSA). Etter vasking med PBS ble 100 pL av hybridom
kultursupernatant tilsatt til hver brann, og inkubering ble utfert over natt ved 4°C .
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Platene ble deretter vasket og '’I-merket rekombinant IL-6 ble tilsatt til hver
brenn til 2000 cpm/0,5 ng/brann, og etter vasking ble radioakfivitet av hver brenn
malt ved hjelp av en gammateller (Beckman Gamma 9000, Beckman Instruments,
Fullerton, CA). Av 216 hybridomkloner var 32 hybridomkloner positive i IL-6
bindingsanalysen. Blant disse kloner ble det tilstutt fremskaffet den stabile klone
MH166.BSF2. IL-6 antistoffet MH166 som ble produsert av dette hybridom har en
IgG 1K subtype.

Den IL-6-avhengige mus-hybridomcellelinjen MHB0.BSF2 (Matsuda et al.,
Eur. J. Immunol. 18:951-956, 1988) ble deretter benyttet for & bestemme den
neytraliserende aktivitet til MH166 antistoffet p& hybridomets vekst. MH60.BSF2
celler ble fordelt i en mengde pa 1 x 10%200 pt/brenn, en preve som inneholdt
MH166 antistoff ble tilsatt, dyrking ble foretatt i 48 timer, og 15,1 Ci/mmol av *H-
tymidin {New England Nuclear, Boston, MA) ble tilsatt, hvoretter dyrkning ble fortsatt
i 6 timer.

Cellene ble plassert pa glassfilterpapir og behandlet med en automatisk
hestemaskin (Labo Mash Science Co., Tokyo, Japan). Kanin anti-IL-6 antistoff bie
benyttet som kontroll. Som resultat hemmet MH166 antistoffet opptak av ®H-tymidin i
MH60.BSF2 cellene pa en doseavhengig mate. Dette viste at MH166 antistoffet
noytraliserer IL-6 aktivitet.

Referanse-eksempel 3. Fremstilling av humant IL-6 reseptor antistoff

Anti-IL-6R antistoff MT 18 konstruert ved hjelp av metoden til Hirata et al. (J.
Immunol. 143:2900-2906, 1989) ble bundet til Sepharose 4B (produkt fra Pharmacia
Fine Chemiéals, Piscataway, NJ) altivert med CNBr, ifelge de medialgende
instruksjoner, og det bundne kompleks ble benyttet for & rense IL-6R (Yamasaki et
al., Science 241:825-828, 1988).

Den humane myelomcellelinje U266 ble opplest med 1 mM p-para-amino-
fenylmetansulfonyifluorid-hydroklorid (produkt fra Wako Chemicals) inneholdende
1% digitonin (produkt fra Wako Chemicals), 10 mM trietanolamin (pH 7,8) og
0,15 M NaCl (digitonin buﬂerlasning)} og blandet med MT 18 antistoff bundet til
Sepharose 4B kuler. Kulene ble deretter vasket 6 ganger med digitonin bufferlasning
for & fremskaffe delvis renset IL-6R for immunisering.
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BALB/c mus ble immunisert 4 ganger hver 10. dag med den delvis rensede
IL-6R fremskaffet fra 3 x 10° U266 celler, og hybridomer ble déretter preparert ved
konvensjonelle metoder. Kultursupernatanten fra hybridomene fra de vekstpositive
brenner ble studert med henblikk pa IL-6 bindingsaktivitet ved hjelp av den fglgende
metode. Etter merking av 5 x 10" U266 celler med **S-metionin (2,5 mCi) ble de
opplest med den tidligere beskrevne digitonin-bufferlasning. De solubiliserte U266
celler ble blandet med 0,04 mL av MT18 antistoffet bundet til Sepharose 4B kuler, og
etter 6 gangers vask med digitonin-bufferiasning ble den *S-metionin-merkede
IL-6R vasket av med 0,25 mL av digitonin-bufferlesning (pH 3,4) og neytralisert med
0,025 mL av 1 M Tris (pH 7,4).

0,05 mL av hybridomkultursupernatanten ble blandet med 0,01 mL av protein
G Sepharose (produkt fra Pharmacia). Etter vasking ble Sepharosen inkubert med
0,005 mL av den *°S-merkede IL-6R lzsningen preparen tidligere. Den immun-
presipiterte substans ble analysert ved hjelp av SDS-PAGE, og hybridomkultursuper-
natanten som reagerte med IL-6R ble undersgkt. Som resultat ble en reaksjons-
positiv hybridomklon PM-1 etablert. IL-6R antistoffet PM-1 produsert av hybridomet
PM-1 har en IgG1K subtype. A

Den hemmende aktivitet av antistoffet produsert av hybridomet PM-1 mot
binding av IL-6 til human IL-6R ble studert ved hjelp av den humane myelomcellelinje
U266. Human rekombinant IL-6 ble preparert med E. coli (Hirano et al., Immunol.
Lett., 17:41, 1988) og '*°I-merket med Bolton-Hunter reagens (New England
Nuclear, Boston, MA) (Taga et al., J. Exp. Med. 166:967, 1987).

4 x 10° U266 celler ble dyrket ved romtemperatur i nzerveer av et 100 ganger
overskudd av ikke-merket IL-6 i 1 time, sammen med 70% (volum/volum) av
hybridom PM-1 kultursupemnatant og 14000 cpm av *°I-merket IL-6. En 70 pL prave
ble lagt opp pa 300 uL av FCS plassert i et 400 pL mikrosentrifuge-polyetyienrfar, og
etter sentrifugering ble radioaktiviteten pa celiene mait.

Som et resultat ble det demonstrert at antistoffene produsert av hybridomet
PM-1 hemmet binding av IL-6 il IL-6R.

Referanse-eksempel 4. Preparering av mus IL-6 reseptor antistoff
Monoklonale antistoff mot mus IL-6 reseptor ble fremskaffet ved metoden
beskrevet i Japansk patentsgknad nr. 6-134617.
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Ved hjelp av metoden til Saito et al. (J. Immunol. 147, 168-173, 1993), ble
CHO-celler som produserte mus lgselig IL-6 reseptor dyrket i IMDM medium som
inneholdt 10% FCS, og lgselige IL-6 reseptorer fra mus ble renset fra kultur-
supermnatanten ved & bruke antistoffet RS12 mot mus leselig IL-6 reseptor (se ibid.
Saito et al.) og en affinitetsseyle med immobiliserende Affigel 10 (Biorad).

50 pug av den fremskaffede mus lgselige IL-6 reseptor ble blandet med
Freund’s komplett adjuvans og injisert intraperitonealt inn i Wistar rotter (Nihon
Charles River Co.). Forsterkningsimmuniseringer ble gitt med Freund’s inkomplette
adjuvans etter 2 uker. Rottene ble slaktet pa den 45. dag og omtrent 2 x 108
miltcellér fra disse ble benyttet for cellefusjon med 1 x 1 0" mus P3U myelomceller
ved hjelp av en konvensjonell metode som benyttet 50% PEG 1500 (Berlinger
Mannheim), hvoretter hybridomene ble undersgkt med HAT-medium.

Etter tilsetning av hybridomkultursupernatantene til en immunplate som var
dekket med kanin anti-rotte IgG antistoff (Cappel Co.), ble mus lgselig IL-6 reseptor
reagert med dette, og hybridomene som produserte antistoff mot mus leselig IL-6
reseptor ble screenet ved hjelp av ELISA-metoden, med bruk av kanin anti-mus IL-6
reseptor antistoff og alkalisk fosfatasemerket sau anti-kanin 1gG. Hybridomklonene
der antistoffproduksjon ble bekreftet, ble videre utsatt for subscreening to ganger for
& fremskaffe en enkel hybridomklon. Denne klonen fikk navnet MR16-1.

Den noytraliserende aktivitet til antistoffet produsert av dette hybridom mot
mus IL-6 signaloverfering, ble studert ved inkorporering av ®H-tymidin i MH60.BSF2
celler (Matsuda et al., J. Immunol. 18, 951-956, 1988). MH60.BSF2 celler ble tilsatt til
en 96 brenns plate til 1 x 10° celler per 200 puL/brann, og deretter mus IL-6
(10 pg/mL) og MR16-1 antistoff eller RS12 antistoff som ble tilsatt til 12.3-1000
ng/mL fer dyrking ved 37°C i 5% CO, i 44 timer, hvoretter *H-tymidin (1 pCi/brenn)
ble tilsatt og opptak etter 4 timer ble méalt. Som resultat ble MR16-antistoff funnet &
hemme opptak av *H-tymidin av MH60.BSF2 celler.

Eksperiment 1.  Etablering av synovial cellelinje fra kronisk reumatoid artritt
(1)  Preparering av synoviale celler
Synovialt vev ble fremskaffet under kirurgisk operasjon pa leddet til en pasient
med kronisk reumatoid artritt. Synovialvevet ble finfordelt med saks og deretter utsatt

for enzymatisk dissosiering ved a inkubere i 1 time ved 37°C med 5 mg/mL av type |
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kollagenase (produkt fra Sigma Chemical Co.) og 0,15 mg/mL av bovint pahkreatisk
DNase (produkt fra Sigma Chemical Co.) i IMDM (Iscove’s modifiserte Dulbecco’s
medium), og deretter sendt gjennom en sil for & fremskaffe enkeltceller. Disse
cellene ble deretter dyrket over natt i en kulturflaske ved bruk av IMDM som
inneholdt 5% FCS, hvoretter de ikke-adhererende celler ble fjernet for & fremskatffe
synovialceller. Synovialcellene ble dyrket gjennom tre til seks passasjer og benyttet
for det felgende eksperiment. ,

(2) IL-6 produksjon av synovialceller

Synovialcellene fremskaffet som beskrevet over, ble suspendert i IMDM
kulturmedium inneholdende 5% FCS (produkt fra Hyclone Laboratories Inc.),

10 U/mL av penicilllin G og 100 ug/mL streptomycin til en konsentrasjon pa 3 x
10%brenn, og ble deretter dyrket i 96 branns mikrotiterplater (produkt fra Falcon
Co.). Humant interleukin-1p (IL-B), human tumomekrosefaktor o (TNFa), humant
blodplatederivert vekstfaktor (PDGF)AB og humant basisk fibroblast-vekstfaktor
(bFGF) ble tilsatt til konsentrasjonene pa henholdsvis 0,01 eller 0,1, 0,1 eller 1, 1
eller 10 og 1 eller 10 ng/mL, og etter dyrking ved 37°C i 72 timer ble kultur-
supematantene samlet.

100 plL av anti-humant IL-6 antistoff MH166 (1 pug/mL) ble tilsatt til en 96-
brenns ELISA-plate (Immunoplate: produkt fra Nunc Co.) og inkubert ved 4°C i 24
timer. Hver brenn ble deretter vasket med PBS inneholdende 0,05% Tween 20, og
blokkert ved 4°C over natten med PBS inneholdende 1% BSA. Kultursupernatantene
tidligere fremskaffet, ble deretter fortynnet med PBS inneholdende 1% BSA, tilsatt til
brennene og deretter inkubert ved romtemperatur i 2 timer. Etter vask med PBS
inneholdende 0,05% Tween 20, ble 2,5 pg/mL av kanin polyklonalt antihumant IL-6
antistoff, renset med en 100 pL protein A seyle (produkt fra Pharmacia) tilsétt.

Etter inkubasjon ved romtemperatur i 2 timer ble kanin polykionalt anti-IL-6
antistoff som bandt til IL-6 i kultursupernatantene reagert med alkalisk fosfatase-
bundet anti-kanin-IgG antistoff (produkt fra Tago Co.). Deretter ble 1 mg/mL av
Sigma104 alkalisk fosfatase substrat (produkt fra Sigma Co.) tilsatt ifelge de
vedlagte instruksjoner og absorbans ved 405-600 nm ble malt med en MPR A4
mikroplateleser (produkt fra Tosoh Co.).
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' Kalibreringskurver ble preparert for det rekombinante IL-6 under hver analyse
for & kunne konvertere absorbans OD-verdier til human IL-6 konsentrasjoner.

Resultatene er gitt i Tabell 1.

Tabell 1
Forsterket IL-6-produksjon fra synovialcelle

Behandling (ng/mL) 1I-6 (ng/mL)

Ubehandlet 0,096 + 0,012

IL-1B 0,01 6,743+0,178
0,1 17,707 £ 0,259

TNFo 0,1 0,575 £ 0,008
1 1,688 + 0,034
PDGF-AB 1 0,163 £ 0,035
10 0,165+ 0,016
bFGF 1 0,181 + 0,009
10 0,230 + 0,019

Notat: Synovialcellene ble dyrket i 3 dager med IL-1B, TNFo, PDGF-AB eller bFGF.
Etter dyrking ble konsentrasjonene av IL-6 i supernatantene malt ved hjelp av ELISA.

Resultatene viste at IL-1f sterkt stimulerte IL-6 produksjon av synovialcéllene.

Eksempel 1 ,

(1)  Synovialcellene fremskaffet i Eksperiment 1 (3 x 10%brann) ble
suspendert i IMDM kulturmedium som inneholdt 5% FCS (produkt fra Hyclone
Laboratories, Inc.), 10 U/mL av penicillin G og 100 pg/mL av streptomycin og ble
deretter tilsatt til 96-brenns mikrotiterplate (#3072, produkt fra Falcon, Co.) og dyrket
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i 5 dager i nasrveer av ulike konsentrasjoner av IL-6 eller slL-6 alene, eller i neervaer
av bade IL-6 og sIL-6R. 72 timer etter pabegynt dyrking ble *H-tymidin (produkt fra
Amersham International plc) tilsatt til hver brenn til sluttmengde pa 1 uCi/brann, og
etter avsluttet dyrking ble radioaktiviteten i cellene malt med en scintillasjonsteller.
Resultatene blir vist i Figur 1.

Som resultat var *H-tymidin-opptak i synovialcellene lavt med IL-6 eller sIL-6R
alene, og ingen vekst av synovialcellene ble observert. | motsetning ble signifikant
opptak av 3H-tymidin observert sammenlignet med kontroligruppen i naervaer av
minst 10 ng/mL konsentrasjon av IL-6 og 100 ng/mL konsentrasjon av sIL-6R. Mens
séledes tilsynelatende ingen veksteffekt pa synovialcellene ble fremvist av IL-6-
alene, var en sterk synovial veksteffekt tydelig produsert ved nzerveer av bade IL-6
og slL-6R.

(2)  Synovialceller (3 x 10%/brann) ble dyrket i naervaer av en tilstrekkelig
mengde av IL- for & produsere IL-6 (0,1 ng/mL), 100 ng/mL av siL-6R og 25 pg/mL
av IL-6 antistoff eller 25 ug/mL av IL-6R antistoff. 72 timer etter pabegynt dyrking ble
®H-tymidin tilsatt til hver brann til 1 uCi/brann, og etter at dyrkingen var ferdig, ble
radioaktiviteten i cellene malt med en scintillasjonsteller. Resultatene blir-vist i Fig. 2.
Tilsetning til IL-6 antistoff eller IL-6R antistoff ga en fullstendig inhibisjon av vekst av
synovialcellene forsterket av slL-6R.

(3)  Synovialceller (3 x 10%brenn) ble dyrket i naervaer av 100 ng/mL av IL-6
(produkt av Genzyme Co.), 100 ng/mL av sIL-6R og 25 pg/mL av IL-6 antistoff eller
IL-6R antistoff som ble fremskaffet i de ovenfor beskrevne Referanse-eksempler. 72
timer etter pabegynt dyrking ble *H-tymidin tilsatt til hver brenn til 1 pCi/brenn og
etter avsluttet dyrking ble radioaktiviteten i cellene malt med en scintillasjonsteller.
Resultatene blir vist i Fig. 3. Tilsetning av IL-6 antistoff eller IL-6R antistoff forte til
komplett hemming av vekst av synovialceller forsterket av sIL-6R.

Eksempel 2
Den hemmende virkning av IL-6 reseptor antistoff pa artrittbegynnelsen ble
studert ved hjelp av en muse-artrittmodell. '
En lgsning av bovin type Il kollagen (Collagen Technology Research Group)
(4 mg/mL) opplest i en 0,1N vandig eddiksyrelgsning og komplett adjuvans H37Ra

(DIFCO) ble blandet i ekvivalente mengder for a fremskaffe en adjuvans. 100 uL av
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adjuvans ble injisert subkutant ved haleroten pa 8 til 9 uker gamle hunnmus av typen
DBA/1J (Charles River Japan). Yiterligere 100 pL ble injisert 20 dager senere under
rygghuden for & indusere artritt.

Mus IL-6 reseptor antistoff MR16-1 ble tilfert intravengst i mengder pa 2 mg
per mus ved forste kollagen sensitisering, og hver mus ble deretter injisert subkutant
med ytterligere 0,5 mg (n=5) hver uke i 7 uker. Som en kontroll ble anti-DNP antistoff
KH-5 (Chugai Seiyaku) av samme isotype benyttet (n=5).

Graden av artritt ble evaluert basert pa en artrittindeks. Evalueringen var
basert pa en 4-punkts skala for hver ekstremitet, med totalt 16 punkter per individ.
Evalueringsstandarden var som folger:

0,5: erytem observert pa et leddomrade.

1: erytem observert pa to leddomréder, eller radhet men ingen hevelse av
dorsa.

2: moderat hevelse observert.

3. alvorlig hevelse av fotdorsa, men ikke inkluderende alle teer.

4: alvorlig hevelse av fotdorsa og teer.

Resultatene vises i Fig. 4. Begynnelse av artritt fra tidlig stadiums artritt var
tydelig forsinket i gruppen som hadde fatt IL-6 reseptor antistoff, sammenlignet med
gruppen som hadde fatt tilfert kontroll-antistoff.

Pa den annnen side viste resultatene av maling av anti-type Il kollagen
antistoff-titer i museblod en signifikant reduksjon fra tidlig stadiums artritt i IL-6
reseptor antistoff tilfert gruppen sammenlignet med den kontroll-antistoff tilferte
gruppe (Fig. 5).

Musene ble avlivet pa 35. dag etter kollagen-immunisering og bakbena ble
fiksert med 20% formalin. De ble deretter utsatt for demineralisering i en EDTA-
lasning {pH 7,6) og dehydrering med alkohol. De ble deretter innstept i parafin og
kuttet til 2 um tykke snitt. Snittene ble farvet med hematoxylin og eosin og observert
under 125x forsterrelse (Fig. 6). Som resultat ble funnet at invasjon av
granulasjonsvev inn i brusk og ben, det vil si kronisk proliferativ synoviit, var hemmet
i gruppen som hadde fatt tilfert [L-6 reseptor antistoff sammenlignet med gruppen
som hadde fatt tilfart kontroll-antistoff.

IL-6 er et cytokin som induserer differensiering av B-celler til antistoff-
prbdugeréndé celler. IL-6 fremmer ogsa proliferering av synovialceller i neerveer av
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IL-6 reseptor. Siden anti-IL-6 reseptor antistoff hemmet signifikant anti-type Il
kollagen antistoff-titere pa den 21. og 35. dag etter kollagen-sensitisering i muse-
kollagenartrittmodeller, sammenlignet med gruppen som fikk tilfart kontroll-antistoff,
blir det antatt at antistoff-produksjonshemmingen fremkalt av anti-IL-6 reseptor-
antistoff representerer en fakior som er ansvarlig for den hemmende effekt pa artritt.
Videre, selv om ingen hemming av antistoff-produksjon ble observert etter 49. dag
etter kollagen-sensitiseringen, gir det faktum at en adekvat hemming pé artrittens
begynnelse ble fremvist ogsa i denne perioden og det faktum at HE-farving av vev
som omga tarsalbenet fremviste hemmet invasjon av granulasjonsvev inn i brusk og
ben hos gruppen som hadde fatt anti-IL-6 reseptor-antistoff, sammenlignet med
kontroligruppen, grunn for & tro at den veksthemmende effekt pa synovialvev ogsé
medbvirker til den hemmende effekt pa artritt.

INDUSTRIELL ANVENDELSE

Synovialceller fra pasienter med kronisk reumatoid artritt prolifererer i naerveer
av bade IL-6 og stL-6R. Det faktum at synovialveeske fra pasienter med reumatoid
artritt inneholder en tilstrekkelig mengde av IL-6 og sIL-6R til & indusere vekst av
synovialceller antyder at signaloverfaring fra IL-6 er involvert i den unormale vekst av
synovialceller i kronisk reumatoid atritt.

Det har sdledes blitt definitivt demonstrert at en kronisk reumatoid artritt-terapi
der det effektive middel er en IL-6 antagonist, hemmer vekst av synovialceller i
kronisk reumatoid artrittpasienter i naerveer av IL-6 og sIL-6R, og sdledes har en
terapeutisk effekt mot kronisk reumatoid artritt. IL-6 antagonist er derfor til nytte som
et terapeutisk middel mot kronisk reumatoid artritt der unormal vekst av synovial-
celler forekommer.
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PATENTKRAV
1. Anvendelse av et interleukin-6 antistoff eller interleukin-6 reseptorantistoff for
fremstilling av en farmasgytisk blanding for behandling av unormal synovialcelle-

vekst.

2. Anvendelse ifalge krav 1, hvor nevnte interleukin-6 antistoff er et antistoff mot
human interleukin-6.

3. Anvendelse ifglge krav 1, hvor nevnte interleukin-6 reseptorantistoff er et
antistoff mot human interleukin-6 reseptor.

4. Anvendelse ifalge krav 3, hvor nevnte antistoff er PM-1 antistoff.

5. Anvendelse ifelge krav 4, hvor nevnte PM-1 antistoff er humanisert PM-1
antistoff.
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