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KIVONAT
A talalmany targya eljaras interleukin-10-et (IL-10) és (1. tipust) diabetes mellitus (IDDM) megel8zésére
kivant esetben még legalabb egy masik, szinergista ha- hasznélhaté gyogyszerkészitmények elBallitdsara.

tast nem mutatd terdpias szert tartalmazo, inzulinfiiggé
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A taldlmény interleukin-10-et (IL-10), a korabban cito-
kinszintézist inhibitalo faktor (CSIF) néven ismert anya-
got hatéanyagként tartalmazo, inzulinfiiggd (1. tipust)
diabetes mellitus megelGzésére szolgdlo gyogyszerké-
szitmény el8allitasara vonatkozik.

Az antigénekre adott immunvélaszok lehetnek els6d-
legesen sejt altal kozvetitettek, példéul a késleltetett tipu-
su hiperérzékenység (DTH) jelensége, vagy humorali-
sak, példaul az antitestek termelése. A sejt altal kozveti-
tett immunitds mindent megel6z6 fontossagu a dagana-
tok kilokése és szamos virusos, bakteridlis, protozoa- és
gombafertdzésbdl valdo gydgyulas szempontjabol. Ezzel
szemben a humoralis immunvélasz az immunit4s leghaté-
konyabb formdja a mérgek eltdvolitasara és a szervezet-
nek a keringés révén mérgekkel valo eldrasztasa ellen.

Megfigyelték, hogy a kiilonbdz6 antigénekre e két
valasz koziil valamelyik gyakran egymast kizaré modon
domindns jelleg(, és hogy bizonyos betegségek, példaul
a lepra, leishmaniasis komolysdga és az autoimmunitis
bizonyos tipusai bekovetkezhetnek valamelyik valaszti-
pusnak a masik feletti nem megfelelé dominancidja
miatt [Mosmann et al.: Immunol. Today, 8, 223-227
(1987); Mosmann et al.: Ann. Rev. Immunol., 7,
145-173 (1989); Parish, Transplant. Rev., 13, 35-66
(1972); Liew, Immunol. Today, 10, 40—45 (1989)].

Azt is megfigyelték tovabba, hogy adott citokin-
készletek kiilon hozhatdk kapcsolatba a DTH-reakciok-
kal és a humorilis immunvalaszokkal [Cher et al.:
J. Immunol., 138, 3688-3694 (1987); Mosmann et al.:
1987 és 1989, lasd fent], és ugy vélik, hogy az ezen
valaszcsoportokkal kapcsolatos betegségeket az asszo-
cialt citokinkészletek nem megfelel termelése valtja ki.

Szamos bizonyiték utal arra, hogy a gamma-inter-
feron (IFN-gamma) a felel8s a f6 hisztokompatibilitasi
komplexszel (MHC) kapcsolatos autoimmun betegsége-
kért [Hooks et al.: N. Eng. J. Med., 301, 5-8 (1979)
(megemelkedett IFN-gamma szérumszintek korrelalnak
az autoimmunitassal); Basham et al.: J. Immunol., /30,
1492-1494 (1983) (az IFN-gamma megnévelheti az
MHC géntermék kifejez6dését); Battazzo et al.: Lancet,
1115-1119. oldalak (11/12/83) (aberrans MHC génter-
mék-kifejezddés korrelal az autoimmunitas egyes forma-
ival); Hooks et al.: Ann. N. Y. Sci., Vol. 21-32. olda-
lak (1980) (magasabb IFN-gamma-szintek korreldlnak a
komolyabb foku betegséggel az SLE-pacienseknél, és
az interferon hisztaminfelszabadulast noveld aktivitasa
antiinterferon szérummal gatolhatd); Iwatani et al.:
J. Clin. Endocrin. Metabol., 63, 695-708 (1986) (anti-
IFN-gamma monoklonalis antitest megsziintette a leuko-
agglutinin-stimulalt T-sejtek HLA—DR-kifejezddést in-
dukalé képességét)]. Feltételezhets, hogy az IFN-
gamma-felesleg az MHC géntermékek nem megfelelé
kifejezédését okozza, és ez viszont autoimmun reakcio-
kat valt ki azokkal a szovetekkel szemben, amelyeknek
sejtjel nem megfelelden fejezik ki az MHC termékeket,
és autoantigéneket termelnek a termékek hatasara.

Az inzulinfiiggd diabetes mellitus (IDDM), mas né-
ven fiatalkori vagy 1. tipusu diabetes autoimmun rend-
ellenesség, amelyet a Langerhans-féle hasnyalmirigy-
szigetek (hasnyalmirigy B-sejtek) sejtbeszirédése (insu-
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litis) jellemez. Ugy tartjék, hogy az IDDM a sejt dltal
kozvetitett autoimmun folyamatok eredménye, és konk-
rétan a II. osztalyl HLA tipusokra korlatozodik.

A nem elhizéassal kapcsolatos cukorbetegségben
szenvedd (NOD) egérrdl ismert, hogy IDDM fejlédhet
ki benne. Spontan IDDM kévetkezik be a néstény
NOD-egereknél 70-90%-os el6fordulési ardnnyal
18-25 hetes korban. Mivel ez a betegség a human be-
tegség Osszes patologids és autoimmun tiinetét mutatja,
a NOD-egér kivalo modell azoknak a szereknek az azo-
nositasara, amelyek megelGzhetik az IDDM-et vagy
enyhitik a betegség tiineteit.

Embernél az IDDM kialakuldsa elvileg stadiu-
mokra oszthatd, a betegség a human leukocita antigén
(HLA) altal megszabott genetikai hajlammal kezd3dik.
Némely genetikailag hajlamos egyénben a kivalto ese-
mény mind a cellularis, mind a humoralis autoimmu-
nitast aktivalja. A gliikdzstimuldlt inzulinszekréci6 és a
B-sejttomeg csokken, ahogy a szigetekkel szembeni
autoimmunitas elérehalad. E folyamat végiil kifejlett
diabetesben végzddik, mikor csak a maradék B-sejtto-
meg (< 10%-1a becsiilt hanyad) marad meg. A B-sejtek
teljes bomlasa rendszerint a diagnézist kévetd hénapo-
kon, éveken beliil bekovetkezik.

Az IDDM kezelésére irdnyuld leglijabb erdfeszité-
sek nagyszadmi immunszupressziv terdpids szer, pél-
daul azatioprin, prednizon és ciklosporin alkalmazisa-
bol allnak. Ezek a szerek azonban kérosithatjak a ma-
jat, vesét és egyéb szerveket, és nemkivanatos hatasuk,
hogy hatranyosan befolyasoljak az immunvédelmet a
fertézésekkel és egyéb betegségekkel szemben.

A fentiek alapjan el6nyés lenne olyan szerek és elja-
rasok kidolgozasa, amelyek el tudnak tolni az immunva-
lasz egyik osztalyanak dominancidjat a mésikéra, és
konkrétan, amelyek el tudnak nyomni vagy meg tudnik
novelni az IFN-gamma és/vagy mas citokinek szintézi-
sét, a kivant terapiatol fiiggGen. Ilyen szerek és eljarasok
igen elénydsek lennének a nem megfelelé immunvala-
szok okozta betegségek kezelésében, példaul a szovetki-
16k8déskor, a leishmaniasis és egyéb, parazitak okozta
betegségeknél és az MHC-vel kapcsolatos immun-
rendellenességek esetén, példaul a reumatoid arthritis,
szisztémds lupus erythematosus (SLE), myasthenia gra-
vis, inzulinfliggé diabetes mellitus és pajzsmirigygyul-
ladas esetén.

Konkrétabban: sziikség van kevésbé toxikus és spe-
cifikusabb immunszupressziv szerekre, amelyek haté-
konyak az IDDM kezelésére, de nem mutatjak a jelen-
leg hasznalatos szerek nemkivanatos tulajdonsagait.

A taldlmany targyat inzulinfiigg$ diabetes mellitus
megeldzésére hasznalhatdé olyan gydgyszerkészitmé-
nyck eldallitasara szolgalo eljaras képezi, amelyek hato-
anyagként ismert modon el8allitott interleukin-10-et
(IL-10) tartalmaznak.

Az .ismert modon elallitott” hatdanyagon az ed-
dig ismert és publikalt eljarasok barmelyike szerint el8-
allitott hatoanyag értendd.

A talalmany egy el8nyds megvaldsitisaban az
IL-10 rekombinans human IL-10, amely parenteralisan
beadhat6 készitménnyé van formazva.
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A taldlméany konnyebben érthetd az itt kovetkezd le-
iras és példa, valamint abrak alapjan.

Az 1. dbra a rekombinéns human IL-10 hatdsat abra-
zolja grafikusan a diabetes el8fordulasira NOD-egér-
ben, a diabetes gyakorisagat az id6 figgvényében 4bra-
zolva.

A 2. dbra grafikusan bemutatja a rekombinans humén
IL-10 hatdsat a NOD-egerekben taldlt atlagos glikoz-
szintekre, a glikdzszintet az id6 fiiggvényében nézve.

Minden felsorolt irodalmi kozleményt teljes egészé-
ben referenciaként tekintiink.

A tovabbiakban az ,,interleukin-10" vagy ,IL-10”
olyan fehérjét jelent, amelynek (a) aminosavsorrendje
lényegében azonos az érett (vagyis szekrécios leader
szekvencia nélkiili) IL-10 ismert szekvenciajaval,
ahogy az a 07/917,806 sorozatszam, amerikai egyesiilt
dllamokbeli szabadalmi bejelentésben szerepel, amely
megfelel a PCT/US 90/03554 szam(, WO 91/00349 sza-
mon kozzétett nemzetkozi szabadalmi bejelentésnek,
és (b) biologiai aktivitasa olyan, mint a természetes
IL-10-é. A talalmany szempontjabdl mind a glikozilalt
(példéul eukaryota sejtekben, koztiik CHO-sejtekben
termelt), mind a nemglikozilalt (példaul kémiai Gton
szintetizalt vagy E. coliban termelt) IL-10 egyenértékd,
és egymassal felcserélhetden alkalmazhaté. Muteinek
vagy mds analogok szintén szoba johetnek, koztikk a
BCRFI (Epstein—Barr-virus viralis IL-10) fehérje,
amely megtartja az IL-10 biologiai aktivitasat.

A talalmany szempontjabol megfeleld IL-10 sza-
mos forrasbol eldallithatd. [zolalhaté példaul fehérje-
szekréciora képes, aktivalt T-sejtek taptalajabol. Ezen-
kiviil az JL-10 vagy aktiv részei kémiailag szintetizalha-
tok a szakirodalombol jél ismert szokdsos technoldgia-
val. [Lasd Merrifield: Science 233, 341-347 (1986) és
Atherton et al.: Solid Phase Peptide Synthesis. A Prac-
tical Approach, 1989, I. R. L. Press, Oxford cim{i mun-
kakat.]

A fehérjét vagy polipeptidet el6nydsen rekombinans
technikéval, az IL-10 polipeptidet kodold izolalt nuklein-
savakkal éllitjak el6. A molekularis biologia altalanos
modszereit ismertetik példaul Sambrook és munkatdrsai
a Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Publish., Cold Spring Harbor, New
York, 2. kiadas, 1989 és Ausubel és munkatarsai (szer-
keszt6k) a Current Protocols in Molecular Biology,
Green/Wiley, New York (1987 és idGszaki kiegészité-
sek) cim( munkaikban. A megfeleld szekvencidkat szab-
vanymodszerekkel vagy a genom vagy a ¢cDNS-konyv-
tarakbol lehet kinyerni. Az elGallitasra polimeraz lanc-
reakcié (PCR) hasznalhato. [Lasd példaul a PCR Pro-
tocols: A Guide to Methods and Applications, 1990,
Innis és munkatarsai (szerkeszt6k), Academic Press,
New York, New York cim{l munkat.]

A konyvtarakat a megfelel6 sejtekbdl extrahalt nukle-
insavbol allitjak ossze. (Lasd példaul a WO 9100349 sza-
mu, nemzetkozi szabadalmi leirast, amely rekombinans
eljarast ismertet IL-10 eléallitasara. Hasznalhaté gén-
szekvencidkat lehet talalni példaul kiilonb6z8 szekven-
cia-adatbdzisokban, példaul a Gen Bankban és az
EMBL-ben nukleinsavakra, és a PIR-ben és Swiss-
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Protban fehérjékre, az Intelligenetics, Mountain View,
California; vagy a Genetics Computer Group, University
of Wisconsin Biotechnology Center, Madison, Wiscon-
sin cimeken.)

A humén [L-10-et kodold szekvencidkat tartalmazo
klonokat az American Type Culture Collection telepén
(ATTC — Amerikai Tenyészet Tipus Gylijtemény), Rock-
ville, Maryland, 68191 és 68192 szamon lehet megtalal-
ni. Tovabbi, IL-10-et kodold szekvencidkat tartalmazd
klonokat vagy nukleinsav-hibridizacioval vagy ~ ha exp-
resszids vektort alkalmazunk — a kodolt fehérje immuno-
l6giai jelzésével lehet eldallitani. A WO 9100349 szamu,
nemzetkozi szabadalmi leirdsban szerepld, torzsgytjte-
ményben letétbe helyezett szekvencidkon alapuld oligo-
nukleotid probak kiilondsen jOl alkalmazhatok. A szek-
vencidk azonositasara alkalmas oligonukleotid probak
eléallithatok mas fajokban levd megfeleld gének konzer-
valt régioibol is. Masik megoldasként az IL-10 amino-
savszekvencian alapulé degeneralt probak alkalmazisa
JOhet szoba.

A szabvénytranszfekcios modszerekkel elS lehet alli-
tani prokaryota, emlds-, élesztd- vagy rovarsejtvonala-
kat, amelyek nagy mennyiségii polipeptidet fejeznek ki.
Mind expressziéra, mind klénozasra megfelelé E. co-
li-tdrzsekre példaként emlithet6k a W3110 (ATCC No.
27325), a JA221, C600, ED767, DH1, LE392, HB101,
X1776 (ATCC No. 31244), X2282, RR1 (ATCC No.
31343) torzsek. Emlds-sejtvonalak lehetnek példaul a
COS-7-sejtek, az egér-L-sejtek és a CHO-sejtek. [Lasd
Sambrook (1989) és Ausubel és munkatarsai (1987 és
kiegészit6k) munkait.]

Kiilonboz6 expressziés vektorok alkalmazhaték
IL-10-et kodolé DNS kifejezéséhez. Hasznalhatdk a re-
kombinans fehérjék prokaryota és eukaryota sejtekben
vald kifejezésére megfelelé hagyomanyos vektorok. E16-
nyos vektorok a pcD vektorok, amelyeket Okayama és
munkatarsai imak le a Mol. Cell. Biol., 3, 280-289
(1983) munkaban és Takebe és munkatarsai a Mol. Cell.
Biol,, 8 466-472 (1988) munkaban. Tovabbi SV40-
alapl, eml8s-expresszidos vektorokat ismertetnek
Kaufman et al.:, a Mol. Cell. Biol., 2, 1304—1319 (1982)
munkaban és a 4,675,285 szam( amerikai egyesiilt 4lla-
mokbeli szabadalmi leirasban. Ezek az SV40-alapi vek-
torok kiiléndsen jol hasznalhatok a COS7 majomsejtek-
ben (ATCC No. CRL 1651), valamint mas eml8ssejtek-
ben, példaul egér-L-sejtekben. [Lasd még Pouwels et al. :
(1989 és kiegészit6k) Cloning Vectors: A Laboratory
Manual, Elsevier, New York cimii munkat.]

Az IL-10 elééllithaté oldhaté forméaban, példaul
transzformalt vagy transzfektalt éleszté- vagy emlGssej-
tek szekrécios termékei formajaban. A peptidek aztin a
szakirodalombol j61 ismert eljarasokkal tisztithatok. Pél-
daul a tisztitasi 1épések kozott szerepelhet az ammo-
nium-szulfatos kicsapas, az ioncseréld kromatogrifia,
a gélszlirés, az elektroforézis, az affinitaskromatografia
stb. [Lasd példaul Jakoby (szerk.) Enzyme Purification
and Related Techniques. Methods in Enzymology, 22,
233-577 (1977) és Scopes, R. Protein Purification
Principles and Practice (Springer-Verlag, New York,
1982).]
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Az IL-10 eldallithaté tovabba oldhatatlan forma-
ban, példdul aggregdtumok vagy zarvanyanyagok for-
méjaban. Az IL-10 ebben a forméaban a szakirodalom-
bol ismert eljarasokkal tisztithato. A tisztitasi 1épések
kozott szerepelhet a zarvanyanyagok elvalasztasa a ron-
csolt gazdasejtektdl centrifugélassal, a zarvnyanyagok
oldasa kaotrop szerekkel és redukéaloszerekkel, az ol-
dott keverék higitasa, és a kaotrop szer koncentracioja-
nak csokkentése Ggy, hogy a peptid biologiailag aktiv
konforméciot vegyen fel. Ezen eljarasok paramétereit
Winkler és munkatdrsai irjak le a Biochemistry, 25,
4041-4045 (1986) munkéaban; valamint Winkler és
munkatarsai a Biotechnology, 3, 992-998 (1985) mun-
kaban, és Koths és munkatérsai a 4,569,790 szdmu ame-
rikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban.

A gazdasejteket transzfektalo nukleotidszekvencidk
a szokasos eljarasokkal modosithatok kiilonboz6 tulaj-
donsagokkal rendelkez6 IL-10-fragmensek eldallita-
sara. Az ilyen, modositott IL-10 kiilonb6zhet a termé-
szetben el6forduld szekvenciatol a primer szerkezetek,
példaul az aminosavinszerciok, -helyettesitések, -delé-
ciok és -fuziok terén. Ezek a modifikaciok szamos kom-
binicioban alkalmazhatok a végs6 modositott fehérje-
lanc el6allitasara.

Az aminosavszekvencia-valtozatok kiilénb6zd cél-
lal készithet6k, koztik a szérumfelezési id3 ndvelésére,
a tisztitas és elGallitas megkonnyitésére, a terapids haté-
konysag javitasara és a terapias felhasznalas soran fellé-
p6 mellékhatasok sulyossaganak vagy megjelenésének
enyhitésére. Az aminosavszekvencia-valtozatok altala-
ban a természetben el nem forduld, elére meghataro-
zott szekvencidk, bar lehetnek koztikk utdtranszlacios
valtozatok, példaul glikozilacids valtozatok vagy ame-
lyek polietilénglikolhoz (PEG) konjugélt fehérjék stb.
Ezek a viéltozatok alkalmazhatok a taldlmany céljara,
amennyiben az IL-10 biologiai aktivitdsat megdrzik.

A polipeptideket kodold szekvenciak modositasa
kénnyen megvalésithatd egy sor eljarassal, példaul
helyre irdnyitott mutagenezissel [Gillman et al.: Gene,
8, 81-97 (1979); Roberts et al.: Nature, 328, 731-734
(1987)]. A legtobb mddositas rutinsziiréssel kévethetd
a kivant tulajdonsagot kimutaté megfeleld teszttel. (Pél-
daul a WO 91/00349 szami, nemzetkozi szabadalmi
bejelentés szamos in vitro vizsgalatot ismertet az
IL-10-aktivitas mérésére.]

Emberek kezelésére elényosen a human IL-10-et
hasznaljuk, bar a virus- vagy egér-IL-10 vagy mas emlds-
b6l szdrmazo IL-10 szintén haszndlhat6. Legeldnydsebb
a human rekombinans IL-10. A human és egér-IL-10 el3-
allitasat a WO 91/00349 szamon kozzétett nemzetkozi
szabadalmi leiras adja meg. Az Epstein—Barr-virus alap(
IL-10 (BCRFI fehérje) klonozasat és kifejezését Moore
és munkatarsai ismertetik [Science, 248, 1230 (1990)].

A rekombinans human IL-10 a kereskedelemben is
beszerezhetd, példaul a PeproTech. Inc. (Rocky Hill,
NJ.) cégt6l.

A taldlmény szerinti eljarassal el6allitott gyogyszer-
készitménnyel mindenki kezelhet, aki az IDDM klini-
kai tiineteinek kialakulasara hajlamos. Legtoébb esetben
ilyen egyének a fiatal ndk, bar a betegség férfiaknal is

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

kialakulhat. Mivel az IDDM klinikai tineteinek megje-
lenésével egyidejiileg rendszerint B-szigetsejt-karoso-
das is fellép, eldnyos a kezelést a megjelenés el6tt meg-
kezdeni. Van lehetdség az IDDM klinikai tiineteit mu-
tato egyének kezelésére is, ha a szigetsejtek bomldsa
nem tdl kiterjedt a kezelés idGpontjédban.

Mivel az IDDM genetikai alapt betegség, a kialaku-
las kockazatanak kitett egyének gyakran kiszirhetk a
csaladban el6fordult betegségek attekintésével. Az egye-
di kockazat biztosabban azonosithaté az IDDM kialaku-
lasat el6rejelzd, megfelelden specifikus barmely ismert
marker kiszlirésével. Ilyen markerek példaul — nem kiza-
rélag — a citoplazmaszigetsejt-ellenanyagok (ICA), az
inzulin-ellenanyagok (IAA) és az intravénas gliikozter-
helésre (IVGTT) valaszként adott, csokkentett, elsG fa-
zis inzulinszekrécid. A markerek attekintését Wilson
¢€s munkatarsai k6zolték [Ann. Rev. Med., 47 497-508
(1990)].

A citoplazmaszigetsejt-ellenanyagok az (IgG)
immunoglobulin-alosztaly ellenanyagai, amelyek hu-
man és allathasnyalmirigy fagyasztott részethez vald
specifikus kotédés alapjan mutathatdk ki [Colman et
al.: Diabetes Care, /7, 367-368 (1988)]. Az
ICA-pozitivitas az esetek 80%-aban pozitiv el6rejelzési
értékkel bir a kortorténeti attekintés 9 évének elemzése
alapjan [Dib et al.: Br. Med. J., 292, 1670 (1986)].

Az inzulin-ellenanyagok (IAA) gyakran kimutatha-
t0k a cukorbetegeknél az IDDM megéllapitasakor, és né-
héany els6foku leszarmazottndl 125]-inzulinnal végzett fo-
lyadékfazisi radioimmun-vizsgilattal, amint azt Vardi
és munkatarsai [Diabetes, 36, 1286—1291 (1987)] és
Srikanta és munkatarsai [Diabetes, 35, 139—142 (1986)]
kozolték. Az a vélemény alakult ki, hogy az IAA kon-
centracidja tilkrdzi az autoimmunitds csokkenési sebes-
ségét, és hogy a magas IAA-szintet mutaté gyermekek-
ben gyorsabb a betegség elérehaladésa.

A csOkkentett, elsé fazist inzulinszekrécidt a
B-sejt-bomlasi fok mértékének tartjdk [Ganda et al.:,
Diabetes, 33, 516-521 (1984)]. Egy tanulmény szerint
egy IVGTT-teszt 79 vizsgélt személynél az egy szaza-
1éknal kevesebb érték viszonylagos kockdzatot mutatott
a diabetes elérehaladasara. E tanulmany valtozdinak fel-
hasznalasaval Jackson és munkatarsai [Clin. Res., 36,
588A (1988)] kettds paraméteres modellt dolgoztak ki a
kifejl6dott diabetes beallasi idGpontjanak becslésére.

A tovabbiakban a ,,hatdsos mennyiség” kifejezés az
IL-10-nek azt a mennyiségét jelenti, amely elegend az
IDDM kialakulasat el6rejelzé egy vagy tobb marker
mennyiségének csokkentésére vagy az IDDM egy vagy
tobb ismert szimptémaja javitasara (csokkentésére), pél-
daul glitkéztolerancia-tesztekkel [Klimt et al.: Diabe-
tes, /8, 299 (1969)] vagy a vérglikozszint mérésével
[Jarret et al.: Lancet, 2, 1009 (1976)], ketontestekkel
[National Diabetes Group, Diabetes, 28, 1039 (1979)],
a vér inzulinszintje mérésével [Soeldner et al.: Dia-
betes, 74, 771 (1965)] vagy szigetsejtekkel szembeni el-
lenanyagok [Lernmark et al.: N. Eng. J. Med., 299, 375
(1978)] segitségével valo meghatirozas szerint.

Az IL-10-et altalaban hatasos mennyiség(, IL-10-
bdl és gyogyszerészeti vivéanyagbol all6 gyogyszerké-
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szitmény formajaban adagoljuk be. Gyogyszerészeti vi-
véanyag lehet barmely kompatibilis, nem toxikus
anyag, amely alkalmas a talalmény szerinti készitmény
betegnek valo beadéasara.

A beadagolés el6nydsen parenteralis, intraperitonea-
lis, intravénas, szubkutdn vagy intramuscularis injekcid
vagy infuzi6é formajaban vagy barmely mas elfogadhato
szisztemikus eljarassal térténhet. Az intramuscularis
vagy szubkutan injekcié az elényds. Masik megoldas-
ként az IL-10-et beiiltetheté vagy befecskendezhetd
gyogyszerbeviteli rendszerrel adagoljuk be [lasd példaul
Urquhart et al.: Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 24, 199
(1984); Lewis (Szerk.): Controlled Release of Pesticides
and Pharmaceuticals, 1981, Plenum Press, New York,
New York; és a 3,773,919, valamint a 3,270,960 szam,
amerikai egyesilt allamokbeli szabadalmi leirdsokat).
A gyogyszer orélisan is beadhaté a jol ismert készitmé-
nyek alakjaban, amelyek megvédik az IL-10-et a
gyomor-bél rendszerben talalhato protedzoktol.

Az ilyen gyogyszerek parenteralis adagolsara alkal-
mas készitmények jol ismertek [lasd példaul Remington,
Pharmaceutical Science, 18. kiadas (Mack Publishing
Company, Easton, PA 1990)]. Parenteralis adagolas ese-
tén az IL-10-et injektalhato dézisegységek formdjiban
(oldat, szuszpenzio, emulzio) készitik, gydgyszerészeti
vivéanyaggal. Ilyen vivGanyagra példaként szolgélhat a
normal séoldat, a Ringer-oldat, dextrozoldat és a Hank-
féle oldat. Nemvizes hordozok, példul a megkétott ola-
jok, valamint az etil-oleat szintén alkalmazhat6. Elényds
hordozo az 5%-o0s dextr6z/s6 oldat. A hordozé tartalmaz-
hat kisebb mennyiségii adalékanyagot, koztikk olyano-
kat, amelyek novelik az izotonitast és a kémiai stabili-
tast, példaul puffereket és tartositoszereket. Az IL-10-et
eldnydsen tisztitott, lényegében aggregatumokt6l és mas
fehérjeforrasoktdl mentes formaban készitik, koriilbeliil
5 és 20 pg/ml kozotti koncentraciotartomanyban. Adott
esetben a jol ismert hordozofehérjék, példaul a human
szérumalbumin szintén hozzaadhato.

Az IL-10 bevihets a szabvanyos génterapids techni-
kéakkal, koztiik a DNS-nek kozvetleniil a szovetbe vald
beinjektalasaval, rekombinans virusvektorok alkalmaza-
saval és transzfektalt sejtek beiiltetésével. [Lasd Rosen-
berg: J. Clin. Oncol., 10, 180 (1992) munk4jat.]

Az IL-10 beadagolhaté magaban vagy egy vagy
tobb olyan terapias szerrel kombinalva, amelyeket az
IDDM-szimptémak enyhitésére vagy kezelésére szok-
tak hasznalni. (P¢lddul az inzulin, ciklosporin, predni-
zon vagy azatioprin egyiitt adhato IL-10-zel.) Az
IL-10 aktivitasa miatt a tobbi immunszupressziv gyogy-
szer kisebb mennyiségben adhatd, ezaltal csokkennek
az ilyen gyogyszerekkel rendszerint egyiitt jard komoly
mellékhatasok.

Az IL-10 aktivitasit novelé mds citokinagonistak
vagy -antagonistdk szintén beadagolhatok I1L-10-zel
kombinalva. Az IL-10 példaul feltehetSleg tgy fejti ki
cukorbetegség elleni hatdsat, legalabbis részben, hogy
inhibitalja a TH1-sejtaktivitast, és elGsegiti a TH2-sejt-
aktivitast. A TH1-sejtek novelik a cellularis immunakti-
vitast, €s valoszinidleg feleldsek a szigetsejtbomlasban
részt vevd autoimmun sejtfolyamatok szabalyozasaban.
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A TH2-sejtek részt vesznek a humoralis valaszban. Az
IL-10 nett6 hatasa tehdt az immunvalasz eltolddisaban
nyilvanul meg, vagyis a szigetsejtek autoimmun sejtbom-
lasdnak csdkkenésében. Az IL-4 és az IL-10 egyiittesen
fokozzak a TH2-immunitast. Egy vagy tobb tovabbi szer
egylittes beadasa lehet egyidejii (az IL-10 beadagoldsa-
val egyiitt) vagy egymast kovet6 (az IL-10 beadasa eldtt
vagy utdn). Az dsszes beadott szernek terdpidsan hatisos
koncentracioban kell jelen lennie a betegben. Ha maso-
dik szert is beadunk az els6 szer lebomlasi felezési ide-
Jjén beliil, akkor a két szer egyiittadagoldsardl beszéliink.

Az IL-10 hatasos adagja kortilbeliil 1 ng és koriilbe-
lil 100 mg kozott van 1 kg testtdmegre szamitva, na-
ponta. A dézis dltaldban koriilbelil 0,1 és 1000 pg
IL-10 kozotti tartomanyban van | kg testtomegre, na-
ponta. Konkrét esetben a hatdsos mennyiség fiigg a ke-
zelt IDDM silyosségitol, a paciens altalanos egészségi
allapotatol és koratol, a bevitel modjatol és az esetleg
fellépé mellékhatasok sulyossagatol.

Példa

A kovetkezd, az oltalmi kort nem korlatozo példa a
talalmany szerinti gydgyszerkészitmény hatasanak
szemléltetésére szolgal.

Az IL-10 IDDM kialakulasara gyakorolt hatasanak
meghatdrozésara 10 darab, 10 hetes néstény NOD-egér-
nek (Taconic Farms, Inc. Germantown, NY) bér ala
1 pg, kinai horcsdg petefészeksejtjeiben (CHO) termelt
és a szokasos modszerrel tisztitott, rekombinans human
IL-10-et adunk be. Az injekciokat naponta megismétel-
jik, amig az &llatok elérik a 27 hetes kort. A kont-
rollallatcsoport hasonl6 injekciokat kap, de itt egér-szé-
rumalbumint hasznalunk IL-10 helyett.

Hetente farokvéna-véreztetést végziink a vér gliikoz-
szintjének (BGL) meghatirozasara, és a diabetes-el6for-
dulds meghatarozasara. Az allatokat normal laboratériu-
mi tippal etetjilk (Purina Pico Lab Rodent Chow) ad
libitum, és délutan injekciézzuk. A BGL-értékeket a reg-
geli orakban olvassuk le a nem éheztetett allatokon, a
farokvéna-véreztetésbdl vett vércseppek glikkozprobacsi-
kon valé abszorpcidjaval, az eredmény GLUCOSCAN
3000 tipusu vérgliikoz-koncentracié mérdn vald leolvasa-
saval (Life-scan Inc., Mountain View, CA). A 200 mg/dl
folotti BGL-értéket mutaté allatokat vessziik cukorbeteg-
nek. Az eredmények az 1. és 2. abrakon lathatok.

Amint az 1. abran lathato, ahol a cukorbeteg allatok
szamat (fuggdleges tengely) az 1d6 fliggvényében abra-
zoljuk, az [L-10 adagolésa (alsé gorbe) jelentdsen csok-
kenti a diabetes elSfordulasat; a 10 allatbol csak 1 muta-
tott olyan magas BGL-értéket, hogy cukorbetegnek jel-
lemezhetjiik. Ezzel szemben a 10 kontrollallatbdl 9 (fel-
s6 gorbe) ilyennek osztalyozhato.

A 2. abran, ahol az atlagos BGL-értéket (vér atlagos
gliikozszintje mg/dl-ben) az id6 fuggvényében tintet-
jik fel, lathat6é, hogy a kontrollcsoport atlagos
BGL-értéke 575 mg/dl volt, mig az IL-10-zel kezelt al-
latoknal az atlagérték 200 mg/dl volt a 29. héten.

Tehét az 1. és 2. abrakbol vilagosan kitlinik, hogy
az IL-10 adagolasaval megelGzhets a diabetes kialaku-
lasa a NOD-egerekben. Nem ismeretesek azok a mecha-
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nizmusok (vagy mechanizmus), amelyekkel az IL-10
ezt az eredményt adja, de ez a taldlmany alkalmazéasa
szempontjabol nem fontos.

A talalméany szamos modositdsa és valtozata megva-
l6sithato a talalmany szellemétSl és oltalmi korétdl
valo eltavolodas nélkill, amint az a szakemberek sza-
madra nyilvanvald. A leirasban szerepl$ konkrét megva-
l6sitasok csak példaként szolgélnak, és a talalmany ol-
talmi korét csak az itt kovetkezd szabadalmi igénypon-
tok korlatozzak.

SZABADALMI IGENYPONTOK
1. Eljaras hatéanyagként interleukin-10-et tartalma-

20 gyogyszerkészitmények eléllitasara, azzal jellemez-
ve, hogy az ismert modon eldallitott hatéanyagot és ki-
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vant esetben még legaldbb egy, szinergista hatast nem
mutatd terdpids szert egy gyogyszerészetileg elfogadha-
t6 hordozoéval, higitoval, oldoszerrel és/vagy egyéb se-
gédanyaggal Gsszekeverve inzulinfiggd diabetes mel-
litus megel6zésére szolgald gyogyszerkészitménnyé ki-
szereljiik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy hatdéanyagként humén interleukin-10-et alkalma-
zunk.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy hatéanyagként rekombinans humén interleukin-
10-et alkalmazunk.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy terapias szerként inzulint, cik-
losporint, azatioprint, prednizont vagy IL-4-et alkalma-
zunk.
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