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Anotace:

Reseni se tyka pouZiti inhibitoru interleukinu IL-18,
kterym je IL-18 vazebny protein (IL-18BP), pro pfipravu
lé¢iva k lééeni nebo k prevenci alkoholické hepatitidy.
Légivo s obsahem uvedené latky mizZe obsahovat jesté
dal3i sloZky, jako jsou interferon, antagonista TNF nebo
inhibitor cyklooxygenazy COX-2.
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Farmaceuticky prostiedek pro lé¢eni nebo prevenci alkoholické hepatitidy

Oblast techniky

Soucasny vynalez se tyka pouziti inhibitoru interleukinu IL-18, IL—18 vazebného proteinu IL—
18BP pro ptipravu 1é¢iva k 1éeni nebo k prevenci alkoholické hepatitidy. Toto 1é¢ivo miZe kro-
mé vazebného proteinu IL-18 BP obsahovat je$té dalsi G&innou slozku, kterou miZe byt interfe-
ron a/nebo antagonista TNF a/nebo inhibitor cyklooxygenazy COX-2.

Dosavadni stav techniky

Vroce 1989 byla popsina endotoxinem indukovana aktivita séra, ktera indukovala interferon—y
(IFN—y), ziskany z mysich slezinnych bunék (M. J. Micallef, T. Ohtsuki, K. Kohno, F. Tanabe,
S. Uhsio, M. Namba, T. Tanimoto, K. Torigoe, M. Fujii, M. Ikeda, S. Fukuda a M. Kurimoto;
IFN-y—inducing factor enhances T helper 1 cytokine production by stimulated human T cells:
synergism with interleukin—12 for interferon—gamma production; Eur. J. Immunol. 26, 1647-51,
1996). Tato sérova aktivita neplsobila jako pfimy induktor [FN—y, ale spise jako pomocny stimu-
lator spole¢né s interleukinem—2 (IL-2) nebo s mitogeny. Snaha o vy¢i§téni nosie této aktivity
z my$iho séra po stimulaci endotoxinem poskytla zdanlivé homogenni bilkovinu o molekulové
hmotnosti 50 000 az 55 000. Vzhledem k tomu, Ze jiné cytokiny mohou pisobit jako pomocné
stimulatory produkce IFN—y, neschopnost protilatek neutralizujicich IL-1, IL—4, IL-5, IL—6 nebo
TNF (faktor nekrézy tumoru, tumor necrosis, factor) neutralizovat tuto sérovou aktivitu naznagi-
la, Ze 8lo o odlidny faktor. V roce 1995 stejni védci prokazali, Zze endotoxinem indukovany po-
mocny stimulant produkce IFN—y byl pfitomen v jaternich extraktech mysi, pfedem ovlivnénych
P. acnes (D. Novick se spoluautory, Soluble Interferon—alpha Receptor Molecules Are Present in
Body Fluids; FEBS Lett. 314, 445448, 1992). V tomto modelu jaterni populace makrofagi
(Kupfferovy buiiky) expanduje a mala divka bakterialniho lipopolysacharidu (LPS), které neni
u pfedem neovlivnénych mysi smrtelna, se u téchto mysi stava davkou smrtelnou. Faktor, pojme-
novany jako induk¢ni faktor IFN—y (IGIF, IFN—y—inducing factor) a pozdéji oznageny jako inter-
leukin-18 (IL~18), byl vy¢iStén do homogenity z 1 200 grami jater mysi, ovlivnénych P. acnes.
Degenerované oligonukleotidy, ziskané z aminokyselinovych sekvenci vy¢isténého 1L—18, byly
pouZity ke klonovani mysi cDNA IL-18 (D. Novick se spoluautory, 1992). IL-18 je bilkovina
o molekulové hmotnosti 18 000 az 19 000 o 157 aminokyselinach, ktera nevykazuje zadnou ziej-
mou podobnost s jakymkoliv peptidem v databazich. Pfenase¢ové RNA (mRNA) pro IL-18
a interleukin—12 (IL-12) jsou snadno detegovany v Kuppferovych butikach a aktivovanych ma-
krofazich. Rekombinantni IL-18 indukuje IFN—y mnohem siln&ji nez IL~12, zfejmé prostiednict-
vim vlastni drahy (D. Novick se spoluautory, 1992). Podobné jako endotoxinem indukované
sérova aktivita, ani IL-18 neindukuje IFN—y sam o sobg, ale funguje prvotng jako pomocny
stimulant s mitogeny nebo s IL-2. IL-18 zvy3uje proliferaci bungk T, zfejmé prostfednictvim na
IL~2 zavislé drahy, a zvySuje produkei cytokininu Thl in vitro; pokud je kombinovén s IL—12,
vykazuje synergické pusobeni ve smyslu zvySeni produkce IFN—y (C. R. Maliszewski, T. A.
Sato, T. Vanden Bos, S. Waugh, S. K. Dower, J. Stack, M. P. Beckmann a K. H. Grabstein; Cyto-
kine receptors and B cells functions. I. Recombinant soluble receptor specifically inhibit IL—1—
and IL—4~induced B cell activities in vitro. J. Inmunol. 144, 3028-3033, 1990).

Bylo prokazano, Ze neutraliza¢ni protilatky vi¢i mySimu IL-18 pdsobi preventivné vzhledem
k smrtelnym G¢inkiim, letdlnosti malé davky LPS u mysi, predem ovlivnénych P. acnes. Jini
autofi popsali dilezitost [IFN~y jako mediatoru letilnosti LPS u pfedem ovlivnénych mysi. Napi-
klad neutraliza¢ni protilatky anti—IFN—y chréanily mysi vi¢i $oku podobnému Schwartzmanovu
Soku (G. Fantuzzi se spoluautory, IL—18 regulation of IFN~y production and cell proliferariton as
revealed in interleukin—1b converting enzyme—deficient mice; Blood 91, 2118-2125, 1998)
a galaktosaminem ovlivnéné mys3i, deficientni pokud se tyka receptoru IFN—y, byly odolné viigi
umrti, indukovanému LPS (Byrn, 1990). Nebylo proto neodekavané, Ze neutralizaéni protilatky
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viiéi mysimu IL—18 chranily mysi, pfedem ovlivnéné P. acmes, vici letalnimu LPS (Novick se
spoluautory, 1992). Lé¢ba anti-mySim IL—18 také chranila pfezivajici mySi vici t€Zké jaterni
cytotoxicite.

Poté, co byla klonovana mysi forma, byla v roce 1996 popsana i lidské sekvence cDNA pro IL—
18 (H. Okamura, H. Tsutsui, T. Komatsu, M. Yutsudo, A. Hakura, T. Tanimoto, K. Torigoe,
T. Okura, Y. Nukada, K. Hattori, K. Akita, M. Namba, F. Tanabe, K. Konishi, S. Fukuda
a M. Kurimoto; Cloning of a new cytokine that induces IFN—y production by T cells; Nature 378,
88-91, 1995). Rekombinantni lidsky IL-18 vykazuje aktivitu pfirodniho IL-18 (H. Okamura se
spol., 1995). Lidsky rekombinantni IL-18 nevykazuje pfimou IFN—y—indukujici aktivitu u lid-
skych bungk T, ale piisobi jako pomocny stimulator produkce IFN—y a jinych cytokind T-pomoc-
nych bungk 1 (T-helper cell-1, Th1) (H. Okamura se spol., 1995). IL-18 je aZ dosud povazovan
prvotné za pomocny stimulator produkce cytokinii u Th1 (IFN-y, IL-2 a faktoru stimulujiciho
tvorbu kolonii granulocyti—makrofagli, ganulocyte—macrophage colony stimulating factor)
(K. Izaki, Jpn. J. Bacteriol. 33, 729-742, 1978) a rovnéZ za pomocny stimultor cytotoxicity
zprostiedkované FAS-ligandem u mySich klont bunék pfirozenych zabijeci (D. Novick,
H. Engelmann, D. Wallach a M. Rubinstein; Soluble cytokine Receptors are present in normal
human urine; J. Exp. Med. 170, 1409-1414, 1989).

Klonovanim IL—-18 z postizenych tkani a studiem genové exprese IL—18 bylo zjisténo blizké spo-
jeni tohoto cytokinu a autoimunitniho onemocnéni. Neobézni diabetickd (non—obese diabetic,
NOD) my$ spontinné vytvafi autoimunitni zan&t Langerhansovych ostriivkii a diabetes, coz lze
urychlit a synchronizovat jedinou injekei cyklofosfamidu. Polymerazovou fetézovou reakci
(polymerase chain reaction, PCR) s reverzni transkripci byla mRNA IL-18 prokézana ve slinivce
NOD mysi béhem &asnych stadii zanétu Langerhansovych ostrivki. Hladiny mRNA IL-18
rychle vzrostly po ovlivnéni cyklofosfamidem a pfedchazely naristu mRNA IFN—y a nasledné
i diabetu. Je zajimavé, Ze tyto kinetiky napodobuji kinetiky mRNA IL-12-p40, vysledkem Eehoz
je blizky vzajemny vztah mezi jednotlivymi hladinami mRNA. Klonovani cDNA IL-18 zRNA
slinivky a nasledné sekvenovani potvrdilo shodnost se sekvenci IL-18, klonovanou z Kupffero-
vych bunék a in vivo pfedem aktivovanych makrofagli. Také makrofagy NOD-mysi odpovidaly
na cyklofosfamid genovou expresi IL-18, zatimco paralelné ovliviované makrofagy z mysi
Balb/c nikoliv. Exprese IL—18 je tedy u autoimunitnich NOD-mys3i abnormalné regulovana a je
blizce spojena s rozvojem diabetu (D. Novick se spoluautory, 1992).

1L—-18 hraje moznou roli i v imunoregulaci nebo v zanétu zmnozenim funkéni aktivity Fas-ligan-
du na buiikach Thl (B. Conti, J. W. Jahng, C. Tinti, J. H. Son a T. H. Joh: Induction of IFN—y
inducing factor in the adrenal cortex; J. Biol. Chem. 272, 2035-2037, 1997). IL—18 je také expri-
movan v kiife nadledvinek (adrenal cortex), a proto muZe byt vylu¢ovanym neuroimunomodula-
torem, hrajicim dileZitou roli v instrumentaci imunitniho systému nasledné po stresujicim zazitku
(K. F. Chater se spoluautory; na ,,Sixth International Symposium on Actinomycetales Biology®,
Akademiai Kaido, Budapest, Mad’arsko, str. 45-54, 1986).

In vivo je IL-18 vytvafen $tépenim pro-IL—18 a jeho endogenni aktivita se zda nasvédCovat
produkci IFN—y u P. acnes— a LPS—zprostfedkované letality. Zraly IL-18 je vytvafen ze svého
prekurzoru enzymem konvertujicim IL-1(3 (IL-1B—converting enzyme, ICE, kaspazou-1).

Receptor IL—-18 sestava alespoii ze dvou slozek, spolupracujicich pfi vazbé ligandu. Vazna mista
pro IL-18 s vysokou afinitou i s nizkou afinitou byla nalezena na mysich buiikach T, stimulova-
nych IL-12 (T. Yoshimoto, K. Takeda, T. Tanaka, K. Ohkusu, S. Kashiwamura, H. Okamura, S.
Akira a K. Nakanishi; J. Immunol. 161, 3400-3407, 1998), coz naznacuje piitomnost receptoro-
vého komplexu s nasobnym fetézcem. Dosud byly identifikovany dvé receptorové podjednotky,
obé patiici k podskuping receptorii IL-1 (P. Parnet, K. E. Garka, T. P. Bonnert, S. K. Dower
aJ. E. Sims; J. Biol. Chem. 271, 3967-3970, 1996). Signalni transdukce IL-18 zahrnuje aktivaci
NF-xB (J. A. DiDonato, M. Hayakawa, D. M. Rothwarf, E. Zandi a M. Karin; Nature 388,
16514-16517, 1977.
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Riizné znamé bilkoviny, navazujici cytokiny, jsou rozpustnymi receptory cytokinii a odpovidaji
extracelularnim oblastem (doménam), navazujicim ligand na odpovidajicich receptorech cytoki-
nit na bunééném povrchu. Jsou ziskany bud’ pfipadnym sestfihem pre-mRNA, b&znym pro recep-
tory bun&&ného povrchu, nebo proteolytickym $t&penim receptoru bun&&ného povrchu. Takové
rozpustné receptory byly v minulosti popsany, v&etn&, mezi jinymi, rozpustnych receptorti IL—6
a [FN-y (K. Nakamura, H. Okamura, M. Wada, K. Nagata a T. Tamura; Endotoxin—induced
serum factor that stimulates gamma interferon production; Infect.—Immun. 57, 590-595, 1989),
TNF (T. Dao, K. Ohashi, T. Kayano, M. Kurimoto a H. Okamura; Interferon—-gamma—inducing
factor, a novel cytokine, enhances Fas ligand—mediated cytotoxicity of murine T helper 1 cells;
Cell-Immunol., 173, 230-235, 1996; H. Engelmann, T. Aderka, M. Rubinstein, D. Rotman
a D. Wallach, A tumor necrosis factor-binding protein purified to homogeneity from human uri-
ne protects cells from necrosis factor toxicity; J. Biol. Chem. 264, 11974-11980, 1989), IL-1
all—4 (J. F. John se spoluautory; Ref. Infect. Dis. 8, 693-704, 1986), IFN—o/B (S. Mizushima
a S. Nagata; pEF-BOS, a powerful mammalian expression vector; Nucleic Acid Res. 18, 5322—
5328, 1990) a jiné. Jedna z bilkovin, véazajicich cytokiny, nazvana osteoprotegrin (OPG, znama
také jako inhibicni faktor osteoklastii — OCIF), patfici do podskupiny TNRF/Fas, se zd4 byt prv-
nim pfikladem rozpustného receptoru, ktery existuje pouze jako vyludovana bilkovina (D. M.
Anderson se spoluautory, A. homologue of the TNF receptor and its ligand enhance T—cell
growth and dendritic—cell function; Nature 390(6656), 175179, 1997; D. P. Bollon se spoluauto-
ry; J. Clin. Hematol. Oncol. 10, 39-48, 1980).

Nedavno byla rozpustna bilkovina, majici vysokou afinitu k IL-18, izolovana z lidské mo¢i
a popsany byly lidska a mysi cDNA (D. Novick, S-H. Kim, G. Fantuzzi, L. Reznikov, C. Dina-
rello a M. Rubinstein; Immunity 10, 127-136, 1999; WO 99/09 063). Bilkovina byla ozna&ena
jako vazebna bilkovina IL—18 (tj. IL-18BP).

IL~18BP neni extracelulirni doménou jednoho ze znamych receptori 1L~18, ale vylutovanou,
pirozen€ obihajici bilkovinou. Patf{ do nové podskupiny vyludovanych bilkovin. Tato podskupi-
na dale zahrnuje rizné bilkoviny, kédované Poxvirem, majici vysokou homologii s IL—18BP
(D. Novick se spoluautory, 1999). IL-18BP je konstitutivné exprimovéna ve slezing, patii do
imunoglobulinové superskupiny a vykazuje omezenou homologii s receptory IL-1 typu II. Jeji
gen byl lokalizovan na lidském chromosomu 11q13, a v genomové sekvenci o velikosti 8 300 ne-
byl nalezen Zadny exon, kédujici transmembranovou doménu (D. Novick se spoluautory, 1999).

Ctyti lidské a dvé my3i isoformy IL—18BP, vznikajici ze sestfihu mRNA a nalezené v riiznych
knihovnach ¢cDNA, byly exprimovany, vyciStény a testovany vzhledem k vazbé a neutralizaci
biologickych aktivit IL-18 (S. H. Kim, M. Eisenstein, L. Reznikov, G. Fantuzzi, D. Novick,
M. Rubinstein a C. A. Dinarello; Structural requirements of six naturally occurring isoforms of
the IL-18 binding protein ti inhibit IL-18; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 1190-1195, 2000).
Lidska isoforma a IL-18BP (IL-18BPa) vykazuje nejvyssi afinitu pro IL—18 s rychlym navaza-
nim (on-rate) a pomalym uvolnénim (off-rate) a disocia¢ni konstantu (K(d)) 399 pmol x I". IL—
18BPc sdili imunoglobulinovou doménu IL~18BPa, kromé& 29 C—koncovych aminokyselin; K(d)
IL-18BPc je desetinasobné nizsi (2,94 nmol x 1'). Ptesto IL—18BPa a IL-18BPc neutralizuji IL—
18 z vice nez 95 % pfi normalnim nadbytku rovném dvéma. IL-18BPb a IL-19BPd isoformy
postradaji dplnou imunoglobulinovou doménu a postradaji schopnost vazat nebo neutralizovat
IL-18.

Mysi IL-18BPc a IL-18BPd isoformy, majici identickou imunoglobulinovou doménu, rovné&z
neutralizujf z vice nez 95 % mysi IL-18 v molarnim nadbytku rovném dvéma. Oviem mysi [L—
18BPd, ktery sdili béznou strukturu C—konce s lidskym IL—18BPa, rovnéz neutralizuje lidsky IL—
18. Molekulérni modelace identifikovala Siroké smésné elektrostatické a hydrofobni vazebné
misto v imunoglobulinové domén& IL-18BP, které by mohlo vysvétlovat jeho vysoce afinitni
vazbu k ligandu (S. H. Kim se spoluautory; 2000).
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Nedavno bylo naznaceno, Ze interleukin IL-18 se u€astni vyvoje patogenity u chronickych zanét-
livych onemocnéni, véetné endotoxinového Soku, hepatitidy a autoimunitniho diabetes (S. Kahi-
wamura a H. Okamura; Nippon. Rinsho. 56, 1798-1806, 1998). Dalsi zji$téni mozné role IL—18
vrozvoji jaterniho poSkozeni bylo ziskdno z pokusi, popsanych Tsuijem se spoluautory
(H. Tsuij, N. Mukaida, A. Harada, S. Kaneko, E. Matsushita, Y. Nakanuma, H. Tsutsui, H. Oka-
mura, K. Nakanishi, Y. Tagawa, Y. Iwakura, K. Kobayashi a K. Matsushima; J. Immunol. 162,
1049-1055, 1999), ukazujicich zvy$enou hladinu IL-18 u lipopolysacharidem indukovaného
akutniho jaterniho poskozeni na my$im modelu. OvSem mechanismus vicetucelového faktoru IL—
18 v rozvoji jaterniho poSkozeni nebyl dosud objasnén.

Jaterni poskozeni miZe mit rizné pfiCiny. Muze byt zpisobeno napiiklad virovymi nebo bakte-
rialnimi infekcemi, pfemirou alkoholu, imunologickymi poruchami nebo rakovinou.

Virové hepatitidy, zptisobené napiiklad virem hepatitidy B a virem hepatitidy C, jsou Spatné
zvladnutelnd onemocnéni, ktera postihuji velké mnozstvi lidi na celém svété. PoCet znamych virti
hepatitidy se stale zvySuje. Kromé viri hepatitidy B a C byly dosud objeveny alespon Ctyfi dalsi
viry, vyvolavajici virovou hepatitidu, nazvané virus hepatitidy A, virus hepatitidy D, virus hepati-
tidy E a virus hepatitidy G.

Alkoholické onemocnéni jater je jinou Siroce rozsifenou chorobou, spojenou s chronickym pozi-
vanim alkoholu. Imunitni hepatitida je malo se vyskytujicim autoimunitnim onemocnénim, které
je tézko zvladnutelné. Jaterni poskozeni zahrnuje rovnéz poskozeni zlu¢ovodii. Primarni Zlu¢ova,
biliarni cirh6za (PBC, primary biliary cirrhosis) je autoimunitnim onemocnénim jater, které je
charakterizovano rozkladem intrahepatélnich Zluovoda.

Rizné studie prokézaly, ze poskozeni jater pfi chorobéach jako jsou alkoholické hepatitida, jaterni
cirhoza, virova hepatitida a primarni biliarni cirhoza, je spojeno s odpovédi pomocnych bun€k T
typu 1 (Th1). V jedné studii byl ustaven novy model jaterniho poskozeni u mysi, smérujici lipo-
somy s obsahem ovalbuminu do jater, s naslednym adoptivnim pfenosem bun&k Thl, specific-
kych vuci ovalbuminu. Kombinovana lé¢ba mysi s liposomy obsahujicimi ovalbumin a pfenosem
bunék Thl vyvolala zvy$eni transaminazové aktivity v séru, které bylo soub&€zné se zvySenim
sérovych hladin IFN—y. V ostrém rozporu s timto zji§ténim mél pfenos bun€k Th2, specifickych
vici ovalbuminu, za nasledek zvyseni sérovych hladin [L—4, neindukoval ale jaterni poSkozeni.
Jaterni poSkozeni bylo blokovano anti-IFN—y protilatkami a protilatkami vici (TNF)-o (vici
faktoru nekrézy tumoru typu o). Tyto nalezy ukazuji, Ze butiky Th1 jsou hlavnimi efektorovymi
burikami pfi akutnim poskozeni jater (T. Kishimura a A. Ohta; Critical role for antigen—specific
Th1 cells in acute liver injury in mice; J. Immunol. 162, 6503—6509, 1999). V jinych studiich
bylo prokazano, ze mysi nadmérné exprimujici IFN—y vykazuji spontanni hepatitidu bez pfitom-
nosti jakéhokoliv patogenu, nebo kteréhokoliv jiného stimulagniho ¢inidla (T. Okamoto se spolu-
autory, Induction of Fas ligand and Fas antigen mRNA expressions in interferon—y transgenic
mouse liver; Jpn. J. Pharmacol. 78(2), 233-235, 1998).

Jiné studie zahrnuji odpovédi Thl v primarni biliarni cirhéze (PBC). PBC je autoimunitni jaterni
onemocnéni, které je charakterizovano rozpadem intrahepatélnich zlu¢ovodi. Obecné se pied-
poklada, Ze toto poskozeni Zlu¢ovodu plsobi bunéény imunitni mechanismus, zahrnujici zvlasté
butiky T. Nedavno bylo navrzeno, Ze dilezitym faktorem v patofyziologii riznych autoimunit-
nich onemocnéni je relativni sila Thl a Th2 odpovédi. V této studii byla rovnovaha podskupin
v PBC hodnocena detekci cytokint, specifickych vii¢i dvéma podskupindm bunék T, tj. IFN—y
pro buiiky Th1 a IL—4 pro butiky Th2. V jaternich fezech 18 pacientti s PBC, 35 pacientii s kont-
rolnimi onemocnénimi v&etné chronické aktivni hepatitidy C a extrahepatické Zluové obstrukce
(ucpani) a v fezech normalnich jater byly pocitny pozitivni buiiky vzhledem k IFN—y a IL4
mRNA, za pouZiti neisotropni in situ hybridizace a imunohistochemickych metod. Mononuklear-
ni buriky, exprimujici [IFN—y a IL-4 mRNA, se shlukovaly v zanétlivych portalnich traktech PBC
jater, ale zfidka byly pfitomny v ptipadé extrahepatalni biliarni obstrukce, alkoholické fibrézy
nebo v fezech normalnich jater. Pozitivni bufiky vzhledem k IFN—y a IL-4 mRNA byly v PBC
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jatrech detegovany ve vyznamné vétsich poctech nez u kontrolnich jater (p<0,01). Nadto byla
v PBC jatrech mnohem obvykleji detegovana exprese IFN—y mRNA nez exprese [L—4 a hladiny
exprese IFN—y mRNA byly v tésném souladu se stupném portalni zanétlivé aktivity. Buiiky
pozitivni vii¢i IFN—y mRNA byly prvotné detegovany kolem poskozenych zlu¢ovodu, které byly
obklopeny lymfoidnimi shluky, agregaty. Udaje ukazuji, Ze buitky Th1 jsou vyznacné€jsi podsku-
pinou bun¢k T v lymfoidnich infiltratech p¥i PBC (K. Harada se spoluautory; In situ nucleic acid
hybridization of cytokines in primary biliary cirrhosis: predominance of the Th1 subset; Hepato-

logy 25(4), 791-796, 1997).

Rovnéz se predpoklada, ze slozeni cytokind pfi rozpoznani virového antigenu uplatiiuje silny vliv
na rozliSeni virovych infekei a virové clearance. Jedna studie zkoumala, zda cytokinova nerovno-
vaha, orientovana vii¢i odpovédi typu Th2, hraje roli v chronické hepatitidé B. Cytokinové profi-
ly v mononuklearnich burikach periferni krve, spojenych s chronickou hepatitidou B, byly analy-
zovany prostfednictvim RT-PCR. Bé¢hem stimulace povrchového antigenu hepatitidy B (HBsAg)
byla detegovéana exprese IFN—y, IL-2, IL-4 a IL-10 u 41 %, respektive 8, 41 a 50 % pacient.
Mezi témito cytokiny byla exprese IFN-y, cytokinu Thl, spojena svysokymi hladinami
AST/ALT (aspartataminotransferazy/alaninaminotransferazy) v séru, ptedstavujicimi typické
markery jaterniho poskozeni. U cytokind typu Th2 nebyl prokdzan ochranny u¢inek vzhledem
k hepatocytim. Byl udinén zavér, Ze produkce Thl cytokinu, IFN—y, buiikami reagujicimi
s HBsAg, byla spojena s poskozenim hepatocytii pfi chronické hepatitidé B (M. Lee se spolu-
autory; Expression of Thl a Th2 type cytokines responding to HBsAg and HBxAg in chronic
hepatitis B patientes; J. Korean Med. Sci. 14(2), 175-181, 1999). V jatrech pacient s hepatitidou
B byly popsany vysoké hladiny Fas ligandu a jeho receptoru (CD95) (K. X. Luo se spoluautory;
In situ investigation of Fas/FasL expression in chronic hepatitis B infection and related liver
diseases; J. Viral. Hepat. 4(5), 303-307, 1997). Fas ligand je povaZovéan za jedno z hlavnich cyto-
toxickych ¢inidel, vedoucich k apoptéze hepatocyti.

Jina studie identifikovala faktory, spojené s vyvojem jaterniho poskozeni 30 nelédenych pacientt
s chronickou hepatitidou, pozitivnich vii¢i viru hepatitidy typu C/RNA (HCV/RNA). Nekrézné
zanétlivé a stavebni poSkozeni bylo hodnoceno za pouZiti Ishakovy stupnice. Aktivované jaterni
hvézdicové buiiky (HSC, hepatic stellate cells) byly imunohistochemicky vizualizovany pro o~
aktin hladkého svalu (aSMA, a—smooth muscle actin) a byly kvantifikovany morfometricky.
Mnozstvi HCV/RNA bylo stanoveno za pouziti kompetitivni RT-PCR metody. Ke studiu typu
imunitni odpovédi, ucastnici se rozvoje jaterniho poskozeni, byly imunohistochemicky stanovo-
vany IFN—y—pozitivni buriky (jako exprese odpovédi podobné Th1) a byly morfometricky kvanti-
fikovany. Bylo zjisténo, ze HSC byly vétSinou detegovany v blizkosti oblasti lobularniho nekro-
tického zanétu nebo vystelky fibrotického septa (pfepazky). S nekrotickym zanétem a hodnoce-
nim stavby byly ve vyznamném souhlasu i aSMA-— a Sirius red—pozitivni parenchym, IFN—y—
pozitivni buiiky byly detegovany v periportalnich oblastech spojenych se zanétlivymi infiltraty
a vyznamné odpovidaly stavebnimu poskozeni. Proto byl u¢inén zavér, Ze aktivace HSC a vyvoj
Jjaterniho poskozeni jsou spojeny s odpovédi podobnou Thl (G. S. Baroni se spoluautory; Hepatic
stellate cell activation and liver fibrosis are associated with necroinflammatory injury and Thi-
like response in chronic hepatitis; C. Liver, 19(3), 212-219, 1999). Podobné jako v pfipadu
hepatitidy B byly Fas ligand a jeho receptor nalezeny v jatrech a séru pacientt s hepatitidou C
(N. Hiramatsu se spoluautory; Immunohistochemical detection of Fas antigen in liver tissue of
patients with chronic hepatitis C; C. Hepatology 19(6), 1354—1359, 1994; M. Okazaki se spolu-
autory; Hepatic Fas antigen expression before and after interferon therapy in patients with
chronic hepatitis C; Dig. Dis. Sci. 41(12), 2453-2458, 1996).

Bylo zjiSténo, Ze cytokiny Thl a jiné markery Thl jsou spojeny s alkoholickou hepatitidou
a jaterni cirh6zou. Zanétlivé stimulans a peroxidace lipidd aktivuji nuklearni faktor kB (NF— xB)
a zvySen€ reguluji prozanétlivé cytokiny a chemokiny. V jedné studii byl stanoven vztah mezi
patologickym poskozenim jater, endotoxemii, peroxidaci lipidi a aktivaci NF-xB a rovnéZ ne-

-----

krmeni ethanolem a dietou, obsahujici nasyceny tuk, palmovy olej, kukufiény olej nebo rybi olej
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nitrozalude¢ni infuzi. U kontrolnich zvifat dextroza isokaloricky nahradila ethanol. Byla prove-
dena patologicka analyza a méfeni endotoxinu, peroxidace lipidii, NF—xB, hladiny mRNA proza-
nétlivych cytokini (TNFa, IL-13, IFN—y a IL-12), C—C chemokinii (redukovanych béhem akti-
vace, normdlnich bunék T exprimovanych a vylu¢ovanych, tj. [RANTES], monocytové chemo-
taktické bilkoviny, tj. [MCP]-1 a makrofagové zanétlivé bilkoviny [MIP]-1-a), C—X—C chemo-
kind (cytokiny indukovaného neutrofilniho chemoatraktantu [CINC], MIP-2, IP-10 a epitelialni
neutrofily aktivujici bilkoviny [ENA]-78), a protizanétlivych cytokini (IL-10, IL-4 a IL-13).
U potkanii albinti, vykazujicich nekrézn¢ zanétlivé poskozeni (rybi olej—ethanol a kukuti¢ny
olej—ethanol) byla prokazana aktivace NF-xB a zvySena exprese prozanétlivych cytokini C-C
a C—X-C chemokinti. Tyto skupiny mély rovnéZz nejvyssi hladiny endotoxinu a peroxidace lipidil.
Hladiny IL-10 a IL-4 mRNA byl nizsi ve skupiné, vykazujici zanétlivé poskozeni jater. Aktivace
NF—«B tedy nastava v ptitomnosti prozanétlivych stimulli a jejim vysledkem je zvySend exprese
Th1 prozanétlivych cytokini a chemokint (A. A. Nanji se spoluautory; Activation of nuclear fac-
tor kB and cytokine imabalance in experimental alcoholic liver disease in the rat. Hepatology
30(4), 934-943, 1999). U alkoholického jaterniho onemocnéni jsou rovnéz zvySené Fas ligand
a jeho receptor, coz opét naznacuje, Zze v autoimunitnim procesu, indukovaném pfi alkoholické
hepatitid€, jsou zicastnény cytokiny Thl (P. R. Galle se spoluautory; Involvement of the CD95
(APO-1/Fas) receptor and ligand in liver damage; J. Exp. Med. 182(5), 1223-1230, 1995;
J. Taieb se spoluautory; Raised plasma soluble Fas and Fas—ligand in alcoholic liver disease
[letter]; Lancet 351(9120), 1930-1931, 1998; G. Fiore se spoluautory; Liver tissue expression of
CD80 and CD95 antigens in chronic hepatitis C: relationship with biological and histological
disease activities; Microbies 97(386), 29-38, 1999).

TNF—a se také objevil jako bé€zna cesta v patogenezi k alkoholu se vztahujiciho jaterniho nekro-
tického zanétu. Zvysené hladiny v jatrech a séru byly doloZeny u zvitecich modeli alkoholického
jaterniho onemocnéni a u lidského alkoholického onemocnéni. Bylo stanoveno, Ze tento neregu-
lovany metabolismus TNF hraje roli v mnoha metabolickych komplikacich a v jaternim poskoze-
ni pfi alkoholickém jaternim poskozeni (J. Grove se spoluautory; Association of a tumor necrosis
factor promoter polymorphism with susceptibility to alcoholic steatohepatitis; Hepatology 26(1),
143-146, 1997; C. J. McClain a D. A. Cohen; Increased tumor necrosis factor production by
monocytes in alcoholic hepatitis; Hepatology 9(3), 349-51, 1989). V jedné studii bylo napiiklad
zjisténo, Ze pacienti s alkoholickou hepatitidou maji vyssi hladiny TNF—a (prumér 26,3 ng/l;
95% Cl, 21,7 az 30,9) neZ normalni subjekty (6,9 ng/l; Cl, 5,4 az 7,4). Pacienti, ktefi nasledné
zemfeli, méli vy$$i hladiny TNF—a (34,7 ng/l; Cl, 27,8 az 41,6) nez ti, ktefi prezili, (16,6 ng/l; Cl,
14,0 az 19,2). Hladiny TNF—a byly u pacienti s alkoholickou hepatitidou v kladném vztahu
k sérovému bilirubinu (r = 0,74; P = 0,0009) a sérovému kreatininu (r=0,81; P = 0,0003).
Pacienti s alkoholickou hepatitidou méli vy$§i hladiny TNF—a neZ pacienti s inaktivni alkoholic-
kou cirh6zou (11,1 ng/l; Cl, 8,9 az 13,3) a silné alkoholické osoby bez jaterniho onemocnéni
(6,4 ng/l; Cl, 5,0 az 7,8). Pacienti sabnormélni funkci ledvin méli niz§i hladiny TNF—
(14,1 ng/l; Cl, 5,4 az 22,8) nez pacienti s alkoholickou hepatitidou. Byl u€inén zavér, ze zvyseni
TNF-a u alkoholické hepatitidy je vyrazn&jsi u tézkych ptipadul, coz naznacuje, ze TNF—a hraje
roli v patogenezi (G. L. Bird se spoluautory; Increased plasma tumor necrosis factor in severe
alcoholic hepatitis. Ann. Intern. Med. 112(12), 917-920, 1990.

TNF zprostiedkovava mnoho biologickych u¢inku endotoxinu. Nedavné studie ukazaly, Ze poda-
ni TNF miZe zplsobit poskozeni jater a ze TNf mize zprostfedkovat lethalitu (smrtelnost) hepa-
totoxinu galaktosaminu. Jednim z nejsilnéjSich induktorti TNF je endotoxin. Vzhledem k tomu,
Ze pacienti s alkoholickym jaternim onemocnénim maji ¢asto endotoxemii a vzhledem k tomu, ze
mnoho klinickych pfiznakt alkoholické hepatitidy je znamym biologickym pisobenim TNF, byla
jeho aktivita stanovovana u pacientd s alkoholickou hepatitidou. Zakladni uvolnéni TNF a lipo-
polysacharidem stimulované uvolnéni TNF z monocyti periferni krve, hlavniho zdroje produkce
TNF, bylo méfeno u 16 pacientl s alkoholickou hepatitidou a u 16 zdravych dobrovolniki. Osm
ze 16 pacientt s alkoholickou hepatitidou a pouze 2 ze 16 zdravych dobrovolnikii mélo detegova-
telnou spontanni aktivitu TNF (p < 0,05). Po stimulaci lipopolysacharidem bylo stfedni uvolnéni
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monocytarniho TNF u pacientii s alkoholickou hepatitidou vyznamné zvySeno vice nez dvojna-
sobné ve srovnani se zdravymi kontrolami (25,3 + 3,7 oproti 10,9 + 2,4 jednotky/ml, p < 0,005).
Byl tedy u€inén zavér, Ze monocyty pacienti s alkoholickou hepatitidou vykazuji vyznamné zvy-
Sené spontanni a lipopolysacharidem stimulované uvolnéni TNF ve srovnani s monocyty zdra-
vych dobrovolniki (McClain a Cohen, 1989).

Bilkovina navazujici lipopolysacharid (LBP) a CD14 (receptor Kupffer. bungk) hraji kligové
zprostiedkujici role pfi aktivaci bun¢k endotoxinem. Bylo stanoveno, Ze od stfeva odvozeny LPS
se ucastni podpory patologického poskozeni jater p¥i alkoholickém jaternim onemocnéni. Bylo
prokazano, Ze potkani albini, krmeni ethanolem v oleji prostfednictvim Zalude&ni sondy po dobu
4 tydni, méli zvySenou hladinu CD14 a LBP a jejich Kupfferovy butiky a hepatocyty byly rovnéz
zvySené. Exprese CD14 mRNA rovnéz vzrostla u nemyeloidnich bunék. Zvysena exprese LBP
a CD14 rychle zvy3uje expresi indukovanou LPS riiznych prozanétlivych cytokini a je ve shodé
s pfitomnosti patologického jaterniho poskozeni u alkoholického jaterniho poskozeni (G. E. Su se
spoluautory; CD14 and lipopolysaccharide binding protein expression in a rat model of alcoholic
liver disease; Am. J. Pathol. 152(3), 841-849, 1998; T. A. Lukkari se spoluautory; Short—term
ethanol exposure increases the expression of Kupffer cell CD14 receptor and lipopolysaccharide
binding protein in rat liver. Alcohol 34(3), 311-319, 1999).

Arthritida je onemocnéni, zahrnujici zanét kloubd. Klouby otékaji a vykazuji ztuhlost, bolesti-
vost, zCervenani nebo zvyseni teploty. Tyto pfiznaky mohou byt doprovazeny ztratou vahy,
horeckou nebo slabosti. Pokud tyto pFiznaky petrvavaji vice neZ dva tydny, miZe byt p¥i¢inou
zanétliva arthritida, naptiklad revmatoidni arthritida. Zanét kloubti miize byt zpiisoben také infek-
ci, kterd miize vést k septické arthritidé. Velmi b&znym typem arthritidy je degenerativni kloubni
onemocnéni (osteoarthritida).

-----

1éCiva (NSAID). NSAID zahrnuji aspirin a léky podobné aspirinu. Tyto léky omezuji zanét, ktery
Je pfiCinou bolesti kloubu, ztuhlost a otok kloubu. NSAID jsou oviem nespecifickymi 1éky, maji-
cimi mnoZstvi vedlejSich tginki, véetng krvaceni do Zaludku (doméci webova stranka ortopedic-
kého oddeleni University of Washington o arthritidg, Frederick Matsen, www orthop.washington.
edu). Kromé NSAID se ke zmirnéni piiznaki a znamek osteoarthritidy a revmatoidni arthritidy
u dospélych pouziva Celebrex ', inhibitor cyklooxygenazy (COX-2). Je rovnéz ur&en pro 1é¢bu
pacientii s rodové dédi¢nou adenomatickou polypézou.

WO 01/00 229 popisuje kombinaci antagonistd faktoru nekrézy tumoru (TNF) a inhibitori
COX-2 pro lé¢bu zanétu.

Antagonisté TNF se rovnéz vyuzivaji k 16¢bé arthritidy. Antagonisté TNF jsou naptiklad popsano
ve WO 91/03 553.

Nedavné studie ukazuji, Ze interleukin IL~18 hraje prozanétlivou roli v kloubnim metabolismu.
T. Olee se spoluautory (J. Immunol 162(2), 1096-1100, 1999) prokazal, Ze IL-18 je produkovéan
kloubnimi chondrocyty a indukuje prozanétlivé a ketabolické odpovédi. IL-18 mRNA byla indu-
kovéna IL-1f v chondrocytech. Chondrocyty produkovaly prekurzor IL-18 a v odpovédi na sti-
mulaci piisobenim IL-1 vylu¢ovaly zralou formu IL-18. Studie u¢inku IL-18 na chondrocyty
dale prokazala, Ze inhibuje proliferaci indukovanou TGF— a zvysuje produkci oxidu dusnatého.
IL~18 stimuloval expresi riiznych genii v normélnich lidskych artikularnich chondrocytech véet-
n€ indukovatelné syntazy oxidu dusnatého, indukovatelné cyklooxygenazy, IL-6 a stromelysinu.
Genova exprese byla spojena se syntézou odpovidajicich bilkovin. Léba normalni lidské kloubni
chrupavky prostfednictvim IL-18 zvysila uvoliovani glykosaminglykanii. Tyto poznatky ur&ily
IL-18 jako cytokin, ktery reguluje chondrocytové odpovédi a pfispiva k rozpadu chrupavky.

Lokalizace enzymu preméiiujiciho interleukin—1p (ICE, interleukin converting enzyme) / kaspé-
zy-1 v lidskych osteoarthritickych tkanich a jeho role pti zrani IL-1B a IL-18 byly popsany
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N. Sahou a spoluautory (N. Saha, F. Moldovan, G. Tardif, JP. Pelletier, JM. Cloutier a J. Martel-
Pelletier; Arthritis Rheum. 42(8), 1577-1587, 1999). Tito autofi studovali expresi a produkci
kaspazy 1 v lidské normalni a osteoarthritické (OA) chrupavce a v synoviu, kvantifikovali hladi-
nu ICE v OA chondrocytech a zkoumali vztah mezi topografickym rozdélenim ICE, IL-1p3 a IL—
18, stejné jako apoptézu chondrocytii. Pokusy provedené v této studii ukazaly, ze ICE byl expri-
movan a syntetizovéan jak v lidské synovidlni membrang, tak i v chrupavce, s vyznamné vétSim
poitem bunék, barvicich se pozitivné v OA tkani nez v normalni tkani. Produkce ICE byla pted-
nostné umisténa v povrchové a horni stiedni vrstvé kloubni chrupavky. Produkce zralého IL-1
v OA chrupavkovych explantatech a chondrocytech byla zcela zablokovana lécbou specifickym
inhibitorem ICE, ktery také zna¢né zmensil mnoZstvi bunék, pozitivnich vi€i IL-18. Vztah mezi
aktivnim IL-1B a ICE naznaluje, Z¢ ICE miZe napomahat vyvoji osteoarthritidy aktivaci tohoto
prozanétlivého cytokinu a Zze IL—18 mizZe hrat roli v patologii chrupavky.

Gracie se spoluautory (A. J. Gracie, R. J. Forsey, W. L. Chan, A. Gilmour, B. P. Leung, A. R.
Greer, K. Kennedy, R. Carter, X—Q. Wei, D. Xu, M. Field, A. Foulis, F. X. Liew a I. B. McInnes;
J. Clin. Inv. 104, 1393-1401, 1999) popsali prozanétlivou roli [L-18 v revmatoidni arthritid¢.
Tito autofi detegovali IL-18 mRNA a bilkovinu v synovialnich tkanich pfi revmatoidni arthritis
ve vyznamné vys$ich mnoZzstvich neZ u osteoarthritickych kontrol. Rovnéz bylo prokazano, Ze
kombinace IL-12 nebo IL—15 s IL-18 indukovala produkci IFN—y synovidlnimi tkan€mi in vitro.
Kromé toho podavani IL-18 my$im imunizovanym kolagenem/nekompletnim Freundovym adju-
vans usnadnilo vyvoj erozivni, zanétlivé arthritidy, coz naznadilo, Ze IL-18 miize byt prozanétli-
vy za podminek in vivo.

Ovsem do nyné&jska byla jako sniZujici kolagenem indukovanou arthritidu (CIA, ktera je mySim
modelem revmatoidni arthritidy) u mysi, prokdzana, kromé chemickych slouCenin, pouze bloka-
da TNF—o a blokada IL-1P za pouZiti rozpustnych receptorii nebo monoklonélnich protilatek
(R. O. Williams, L. J. Mason, M. Feldmann, R. N. Maini; Synergy between anti CD4 and anti—
tumor necrosis factor in the amelioration of established collagen—induced arthritis. Proc. Natl.
Acad. Sci, USA 29(91), 2762-2766, 1994), a proto byly navrzeny jako lé¢iva pro revmatoidni
arthritidu.

Vyraz ,.chronické nebo idiopatické zanétlivé stfevni choroby* zahrnuje alespoii dva stavy: Croh-
novu chorobu a ulcerativni kolitidu. Ob& jsou chorobami gastrointestindlniho traktu, pfi¢emz
Crohnova choroba mnohem obvykleji postihuje tenké stfevo. Pokud rovnéz zahruje tlusté stie-
vo, miiZze byt odliSeni diagndzy od ulcerativni kolitidy (viz nize) problémem.

Chronicky zanét a vytvafeni viedd pfi Crohnové chorobé obvykle za¢ina bud’ ucpanim tenkého
stfeva, nebo bolesti bficha, ktera se mize podobat akutnimu zanétu slepého stfeva; jiné projevy
se mohou tykat jejich komplikaci. Prib&h onemocnéni je chronicky a miize dochazet ke zhorsSe-
nim a zlepSenim (remisi) nezavisle na 1é&eni. K nastupu obvykle dochazi v €asné dospélosti, pfi-
blizné polovina vsech ptipadi zadina mezi 20 a 30 roky véku a 90 % mezi 10 a 40 lety. Postizeno
je o néco vice muzi nez Zen.

Mikroskopie odraZi zna¢né vngjsi priznaky. Projevy zanétu jsou nespojité; je ohniskovy nebo
ostrivkovity. Soustfedéni lymfocytd a plasmatickych bunék jsou nalézana zejména v mukoze
(sliznici) a submukéze, oviem obvykle postihuji viechny vrstvy (transmuralni zanét). Klasickym
mikroskopickym ptiznakem Crohnovy choroby je pfitomnost granuldrnich bunék, obklopenych
manzetou lymfocytd. Vyskyt idiopatického zanétlivého stfevniho onemocnéni vykazuje znatné
geografické odchylky. Tato onemocnéni se mnohem vice vyskytuji v severni Evropé a v USA,
neZ v zemich jizni Evropy, Afriky, Jizni Ameriky a Asie, ackoli zvySeni urbanizace a prosperity
vede k vy$§imu vyskytu v &astech jizni Evropy a v Japonsku (General and Systematic Pathology,
Churchill Livingstone, 3. vydani, 2000, JCE Underwood, Ed.).
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U Crohnovy choroby existuji klinicky dv& hlavni skupiny, znichZ prvni zahrnuje pacienty,
JejichZ choroba pfechazi do trvajicich remisi béhem 3 let od pogatku choroby a druhé zahrnuje
pacienty, jejichz choroba pietrvava i po 3 letech.

Pokud se tyka etiologie, existuje dilkaz pfetrvavani a nevhodné aktivace bunék T a makrofagi pfi
Crohnové chorobé spolu se zvySenou produkci prozanétlivych cytokini (zejména interleukini
(IL) 1, 2, 6 a 8, interferonu—~y a TNF—a. Crohnova choroba je charakterizovana pretrvavajicim
(chronickym) zanétem, doprovazenym fibrézou. Proces fibroblastické proliferace a ukladéani
kolagenu miize byt zprostfedkovan pfeménou ristového faktoru B, ktery ma uréité protizan&tlivé
ucinky, zejména odvod fibroblastii, syntézu matrixu a regulaci ke snizeni zanétlivych bungk, ale

je pravdépodobné, Ze zmnoZeno miize byt i mnoho dalsich mediatort.

Ulcerativni (vfedovitd) kolitida je nespecifickou zénétlivou poruchou tlustého stteva, obvykle
pocinajici v kone¢niku a bezprostfedné se roziifujici do rizného rozsahu. Na rozdil od Crohnovy
choroby je ulcerativni kolitida omezena na tlusté stfevo.

Existuji naristajici diikazy, ukazujici, Ze ulcerativni kolitida je diisledkem pozmé&néné autoimu-
nitni reaktivity, oviem poskozeni sliznice by rovn& mohlo vzniknout z nepatfi¢né aktivace
bunek T a nepfimého poskozeni, zpisobeného cytokiny, protedzami a metabolity reaktivniho
kysliku z makrofagii a neutrofili. Posledné uvadény mechanismus poskozeni stievniho epitelu
byl nazvan poSkozenim typu ,,nevinného kolemjdouciho® (innocent bystander injury). Dikazem
ve prospéch autoimunity je pfitomnost samoreaktivnich lymfocyti T a autoprotilatek zam&fenych
viigi epitelidlnim buiikim tlustého stfeva a endotelialnim butikim a antineutrofilnich cytoplazma-
tickych autoprotilitek (ANCA). OvSem ulcerativni kolitida by neméla byt brana jako autoimunit-
ni onemocnéni, v némz je poskozeni sliznice pfimym diisledkem imunologické reakce na vlastni
antigeny (General and Systematic Pathology, viz vy3e).

Pokud se tyka 1écby Crohnovy choroby, vét3ina lidi je nejprve 1é¢ena Iéky s obsahem mesalami-
nu, latky, kterd poméhd kontrolovat zénét. Pacienti, kterym tato 1é¢ba nepoméha nebo ktefi ji
nesnaseji, mohou byt pfevedeni na jiné latky s obsahem mesalaminu, obecné zndmé jako 5—
ASA—¢inidla. Mozné vedlejsi a¢inky mesalaminovych pfipravkil zahrnuji nevolnost, zvraceni,
paleni Zahy, prijjem a bolesti hlavy.

Nektefi pacienti berou pro kontrolu zanétu kortikosteroidy. Tyto léky jsou nejudinn&jsi pro aktiv-
ni Crohnovu chorobu, ale mohou piisobit vaZzné vedlejsi uginky, vEetnd v&tsi citlivosti vii&i infek-
ci.

K 1é€bé Crohnovy choroby se také pouzivaji léky, potlagujici imunitni systém. Nejb&#ngji se pre-
depisuji 6-merkaptopurin a odpovidajici 16k, azathioprin. Imunosupresivni &inidla pracuji tak, ze
blokuji imunitni reakci, ktera pfispiva k zanétu. Tyto léky mohou vyvolavat vedlejsi i¢inky, jako
Jsou nevolnost, zvraceni a prijem a mohou sniZovat odolnost pacienta vii&i infekei. Pokud jsou
pacienti lé€eni kombinaci kortikosteroidii a imunosupresivnich &inidel, miize byt davka kortiko-
steroidii pfipadn€ sniZena. N&které studie ukazuji, Ze imunosupresivni 1éky mohou zvysovat iin-
nost kortikosteroida.

Americky ufad U.S. Food and Drug Administration schvalil 1ék Infliximab k 16¢b& mirné az tézké
Crohnovy choroby, ktera nereaguje na standardni 1é¢by (mesalaminovymi latkami, kortikosteroi-
dy, imunosupresivnimi ¢inidly) a pro 1é¢eni otevienych, drendZovanych pistéla. Infliximab, jehoz
prvni 1é¢ebné pouZiti je schvélené specificky pro Crohnovu chorobu, je monoklonalni protilatkou
viaci TNF (faktoru nekrézy tumoru). AntiTNF odstrafiuje TNF z krevniho ob&hu pied tim, nez se
dostane do stiev, ¢imz pfedchazi zanétu.

K 1¢€be bakterialniho prertstani v tenkém stfevu, vyvolaného ziZzenim, pistély nebo ptedchazeji-
cim chirurgickym zdkrokem se pouzivaji antibiotika. Na tento bézny problém muize 1ékaF prede-
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psat jedno nebo vice z nasledujicich antibiotik: ampicilin, sulfonamid, cephalosporin, tetracyklin
nebo metronidazol.

Prijjem a kieSové bolesti bficha se asto zmiriiuji s istupem zanétu, ovsem pfidavna medikace
miiZe byt rovnéz nezbytna. Pouzita mohou byt riizna protipriijmova ¢inidla, véetn€ difenoxylatu,
Ioperamidu a kodeinu. Pacienti, ktefi jsou vzhledem k prijmu dehydratovani, jsou obvykle léceni
tekutinami a elektrolyty.

Existuje tedy potieba G&inné terapie k 16¢b& a/nebo prevenci zanétlivych stfevnich onemocnéni,
zejména Crohnovy choroby a ulcerativni kolitidy, se sniZenymi vedlej$imi u¢inky, nebo v ideal-
nim piipadé dokonce bez vedlejsich G¢inki.

Jak histologicka, tak i imunologickd pozorovani ukazuji, Ze buné€&né zprostfedkovana imunita
a aktivace bungk T jsou kli¢ovymi rysy CD (Crohnovy choroby). Studie provddéné na lidech a na
experimentalnich modelech ukazuji, Ze u CD ma mistni imunitni odpovéd’ sklon byt predevsim
typu Thl (P. Desreumax, E. Brandt, L. Gambiez, D. Emilie, K. Geboes, O. Klein, N. Ectors,
A. Cortot, M. Capron a JF. Colombel; Distinct cytokine patterns in early and chronic ileal lesions
of Crohn's disease; Gastroenterology 113, 118-126, 1997) a Ze mistné uvolnéné cytokiny, jako
IFN—y, IL-1B a TNF—o, pfispivaji k usnadnéni a rozvoji zénétlivé odpovédi (J. M. Reimund,
C. Wittersheim, S. Dumont, C.D. Muller, R. Baumann, P. Poindron a B. Duclos; Mucosal
inflammatory cytokine production by intestinal biopsies in patients with ulcerative colitis and
Crohn’s disease; J. Clin. Immunol. 16, 144-150, 1996).

Cytokin IL-18 hraje dilleZitou roli v imunitni odpovédi zprostfedkované Thl ve spolupraci
s cytokinem IL—12 stimulaci sekrece [FN—y, zvySenim cytotoxicity pfirozené zabije¢skych bunek
a stimulaci diferenciace bun&k Th1 (S. Ushio se spoluautory; Cloning of the cDNA for human
IFN—y-inducing factor, expression of E. coli and studies on the biologic activities of the protein;
J. Immunol. 156, 4274— 4279, 1996).

IL-18 piisobi spole¢n& s IL-12, IL-2, s antigeny, s mitogeny, a pfipadn€ i s dalSimi faktory
k indukei produkce IFN—y. IL-18 také zvySuje produkci GM-CSF (faktoru stimulujiciho vznik
kolonif) a IL-2, zesiluje pomoci anti-CD3 indukovanou proliferaci bun€k T a zvySuje Fas—zpro-
sttedkované zabijeni pfirozené zabije¢skych bungk. Zraly IL-18 je ze svého prekurzoru produko-
vén Géinkem enzymu, konvertujiciho IL-1B (ICE, kaspazy—-1). Receptor IL—18 sestava z alespoii
dvou slozek, spolupracujicich pfi vazbé ligandu. Vysokoafinitni a nizkoafinitni vazna mista pro
IL-18 byla nalezena v my3ich buiikach T, stimulovanych IL-12 (T. Okamoto se spoluautory;
Induction of Fas ligand and Fas antigen mRNA expressions in interferon—y transgenic mouse
liver; Jpn. J. Pharmacol. 78(2), 233-235, 1998), coz ukazuje na receptorovy komplex s nasobny-
mi fetézci. Dosud byly identifikovany dvé receptorové podjednotky, obé pattici do skupiny
receptorii IL-1 (T. Okamoto, K. Yamamura a O. Hino; The mouse interferon—y transgene chronic
hepatitis model (Review, Int. J. Mol. Med. 3(5), 517-520, 1999). Signdlni transdukce 11—18
zahrnuje aktivaci NF—xB (Matsumoto se spoluautory, 1997).

Nedavno bylo navrzeno, ze 1L-18 ma n&které vyznamy v zanétlivych stfevnich onemocnénich
(T. T. Pizzaro se spoluautory; IL-18, a novel immunoregulatory cytokine, is up-regulated in
Crohn’s disease: expression and localization in intestinal mucosal cells; J. Immunol. 162, 6829
6835, 1999; G. Monteleone se spoluautory; Bioactiver [L-18 expression is up-regulated in
Crohn's disease; J. Immunol. 163, 143-147, 1999.

Pizzaro se spoluautory (1999) charakterizoval expresi a lokalizaci IL-18 u druhi tlustého stfeva
a izoloval populace slizni¢nich bunék pacientii s Crohnovou chorobou. Za pouZiti semikvantita-
tivniho uspotadani RT-PCR bylo nalezeno zvySeni IL-18 mRNA transkriptd v Cerstvé izolo-
vanych stfevnich epitelialnich buiikdch a mononuklearnich butikach slizni¢niho vaziva pacientli
s CD ve srovnani s ulcerativni kolitidou a s kontrolnimi pacienty bez zanétu. IL—-18 mRNA trans-
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kripty byly pocetné;jsi ve stievnich epitelialnich butikich nez v mononuklearnich buiikach sliznig-
niho vaziva. Imunohistochemické analyza chirurgicky vytiatych tkani tlustého stfeva lokalizovala
IL~18 jak v mononukledrnich buiikach slizni¢niho vaziva (specificky v makrofazich a dendritic-
kych buiikéch), tak i ve stievnich epitelialnich buttkach. Analyza typu ,,Western blot* odhalila, Ze
pas o velikosti 18 300, odpovidajici jak rekombinantni, tak i zralé lidské bilkoving IL—18, byl pfi-
tomen v pfevazné mife v biopsiich stfevni sliznice pacientl s Crohnovou chorobou nez s ulcera-
tivni kolitidou. Druhy pas o velikosti 24 000, odpovidajici inaktivnimu prekurzoru IL-18, byl
detegovan v nezanétlivych oblastech jak biopsii pacientii s Crohnovou chorobou, tak i ulcerativni
kolitidou a byl jedinou formou, nalezenou u nezanétlivych kontrol.

Monteleone se spoluautory (1999) potvrdil tyto nélezy. Mononuklearni buiiky stfevni tkang celé
sliznice a podslizni¢niho vaziva (lamina propria) 12 pacientii s Crohnovou chorobou, 9 pacientil
s ulcerativni kolitidou a 15 kontrol nevykazujicich zanétlivé stievni onemocnéni byly testovany
vzhledem k IL-18 pomoci RT-PCR a analyzou typu ,,Western blot*. Transkripty IL-18 byly
nalezeny ve viech testovanych vzorcich. Oviem ve srovnéni s pacienty s ulcerativni kolitidou
a kontrolami bylo prokazano zvysené hromadéni mRNA IL—-18 v obou vzorcich mononuklear-
nich bunék, ze sliznice i z podslizni¢niho vaziva, pacienti s Crohnovou chorobou.

U Crohnovy choroby byly transkripty IL—18 mnohem &etnéjsi ve slizni¢nich vzorcich, odebira-
nych z postizenych oblasti. Pas o velikosti 18 000, odpovidajici zralému IL~18, byl nalezen pte-
devsim ve slizni¢nich vzorcich pacientt s Crohnovou chorobou. Ve slizni&nich vzorcich kontrol
bez zanétlivého stfevniho onemocnéni byl IL-18 ptitomny jako polypeptid o velikosti 24000.
V souladu s tim byla podjednotka IL-1B—konvertujiciho enzymu (ICE) (p20) exprimovana ve
vzorcich jak s Crohnovou chorobou, tak i pacientii s ulcerativni kolitidou, zatimco ve stfevni sliz-
nici kontrol bez zénétlivého stfevniho onemocnéni byl ICE syntetizovén pouze jako prekurzor

(p45).

Dayer (J-M. Dayer, J. Clin. Inv. 104, 1337-1339, 1999) shrnul odli$né a Gaste&ng protichidné
funkce IL-18. Souhrnné je IL-18 pleiotropni interleukin, majici jak funkce zvySujici zanét, tak
i funkce zanét uklidiujici. Na jedné stran& zvy3uje produkci prozanétlivych cytokinii jako TNF-
« a tim napomahé zédnétu. Na druhé strang indukuje produkei NO, inhibitoru kaspazy—1 a tim
blokuje zrani IL-1B a IL-18 a pfipadné tak zmirtiuje zan&t. Tato dvojznadna role IL-18 vasné
zpochybiiuje Gcinnost inhibitord IL-18 v zanétlivych onemocnénich. Nadto, vzhledem k vza-
Jemnému pisobeni ohromného mnoZstvi riiznych cytokini a chemokinti v regulaci zanétu, ptizni-
vy cinek v 1é€b& nebo v prevenci zanétlivych onemocnéni blokovanim pouze jednoho ze zidast-
nénych neni pravdépodobny.

Podstata vynalezu

Podstatu vynélezu tvofi pouziti inhibitoru interleukinu IL-18, IL-18 vazebného proteinu IL—
18BP, pro ptipravu Ié¢iva k 1é¢eni nebo k prevenci alkoholické hepatitidy.

Soucasny vynédlez se rovnéz zabyva pouZitim inhibitoru interleukinu IL—18, IL—18 vazebného
proteinu IL-18BP, pro pfipravu lé¢iva k léeni nebo k prevenci alkoholické hepatitidy, pFidemz
toto 1é€ivo obsahuje kromé vazebného proteinu IL-18BP jesté dal$i G&innou slozku, kterou miize
byt interferon a/nebo antagonista TNF a/nebo inhibitor cyklooxygendzy COX-2

Prehled obrazki na vykresech

Obr. 1 zobrazuje histogram, znazorilujici hladiny IFN—y v séru (pg/ml) po injikaci riznych mnoz-
stvi rekombinantni IL-18BP (0; 0,04; 0,4; 4,0 mg/kg) mysim, jednu hodinu pfed injikaci lipo-
polysacharidu (LPS). Vzorky krve byly odebirany 5 hodin po injikaci LPS a analyzovany testem
ELISA vzhledem k IFN—y v ob&hu.
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Obr. 2 zobrazuje histogram, znazoriiujici hladiny alanin—aminotransferazy (ALT) v séru. MySim
byly injikovany rostouci davky lidské rekombinantni IL-18BP (0; 0,04; 0,4; 4,0 mg/kg), a to pied
injikaci lipopolysacharidu my3im, senzitizovanym pomoci P. acnes. Vzorky krve byly odebirany
5 hodin po injikaci LPS a byly v nich m&feny hodnoty ALT v séru. SF = Sigma-Frankel: 1SF
jednotka AST/ALT vytvoii 4,82 x 10™* umol glutamatu za minutu pi pH 7,5 a teploté 25 °C.

Obr. 3 znéazoriiuje dobu preziti mysi po injikaci LPS. Mys$im byly injikovany riizné davky lidské
rekombinantni IL—18BP (0; 0,04; 0,4; 4,0 mg/kg), a to 20 minut pied injikaci lipopolysacharidu
mysim, senzitizovanym pomoci P. acnes. Trojihelni¢ky: 4 mg/kg; maly koso¢tverec: 0,4 mg/kg;
velky kosodtverec: 0,04 mg/kg; plna kolecka: zadny IL-18BP (jen LPS).

Obr. 4 znazoriiuje hladiny IFN-y v séru, méfené 5 hodin po injikaci riiznych mnoZzstvi IL-18BP
(0; 0,4; 4 mg/kg), které byly podany 20 minut pied injikaci LPS mySim senzitizovanym pomoci
P. acnes.

Obr. 5 znazoriiuje dobu preZiti mysi, jimz bylo injikovano bud’ polyklonalni [L-18 antisérum,
nebo normalni krali¢i sérum (NRS = kontroly) 30 minut pfed injikaci 40 mg/ml (letalni davka)
LPS, ziskaného z E. coli (obr. SA) nebo z S. thyphimurium (obr. 5B). Trojihelni¢ky: mysi, jimz
bylo injikovano IL.-18 antisérum; plna kole¢ka: mysi injikované NRS. Na ose x jsou vyznaceny
dny po stimulaci LPS.

* p<0,05.

Obr. 6 zobrazuje histogram, znazortiujici primér + stfedni chybu priméru SEM po 5 mysi ve
skupiné, 1é¢enych nasledujicim zpiisobem. Mysim bylo injikovano do bfisni dutiny (i.p.,) bud’
antiserum anti-IL—18, rozpustné receptory TNF—a (TNFsRp55), nebo vehikulum (fyziologicky
roztok) a bezprosttedné poté jim byl nitroZilng (i.v.) podan konkanavalin A (Con A, Obr. 6A)
nebo PEA (Pseudomonas aeruginosa, obr. 6B).

*¥p<0,01, ***p<0,001 viiti Con A nebo PEA samotnym; # p<0,001 vzhledem k TNFsRp55 nebo
anti-IL—18 faktorialu ANOVA.

Obr. 7 znazoriiuje G&inek IL-18BP na klinickd hodnoceni (skére) u mysiho modelu arthritidy.
Obr. 7a znazoriiuje diagram, vyjadiujici klinickd hodnoceni, méfena po dennim podavani riz-
nych mnozstvi IL-18BP nebo IFN—y nebo vehikula (NaCl) mysim zptisobem i.p. Pouzité symbo-
ly jsou: PIné trojihelnicky: 10 000 TU IFN—B; prazdné trojihelni¢ky: 10 mg/kg IL—-18BP, pievra-
cené trojiihelnidky: 3 mg/kg IL—18BP; prazdné &tvereCky: 0,25 mg/kg IL-18BP; plné Etverecky:
NaCl. Dny podavani jsou vyjadieny na ose x, klinické hodnoceni (primérné hodnoty) jsou vy-
jadfeny na ose y. Statistika byla pogitana testem Mann Whitney. Obr. 7B znazoriiuje histogram,
vyjadtujici AUC (plochu pod kfivkou), ziskanou z grafu na obr. 7A; n = pocet zvifat.

Obr. 8 znazoriiuje G¢inek IL-18 BP na otok tlapek. Obr. 8A zobrazuje diagram, znazoriujici
vysledky, ziskané mé&fenim tloustky tlapky (otoku) nemoci postizenych zadnich tlapek jednotli-
vych zvifat, 1é&enych riznym mnoZstvim IL-18BP. Osa y znazoriiuje zmény tlouStky tlapky
v milimetrech od zagdatku 1é&by. PouzZiti symboly jsou stejné jako u obr. 7. Obr. 8B znizoriiuje
histogram, vyjadiujici AUC, ziskanou z obr. 8A; n = pocet zvifat.

Obr. 9 vyjadiuje analyzu poétu zadnich tlapek postizenych nemoci v pribéhu akutni arthritidy, tj.
roz8ifeni onemocnéni na dalii klouby. Symboly jsou: plné &tverecky: NaCl (kontroly; trojuhel-
ni¢ky: 10 mg/kg IL-18BP, pievracené trojihelni¢ky: 3 mg/kg IL-18BP; kosoltveretky: 1 mg/kg
IL-18BP; kolegka: 0,5 mg/kg IL-18BP a prazdné ¢tverecky: 0,25 mg/kg IL-18BP.

Obr. 10 zobrazuje histogram, znazoriiujici hodnoceni rozpadu (eroze) chrupavky kloubd postiZe-
nych chorobou.
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Obr. 11 zobrazuje histopatologii mysich kloubt. Na konci pokusu byla odpreparovana packa, na
niZ se jako prvni rozvijela arthritida, byla fixovana a zpracovéna tak, jak je popséno nize v P¥ikla-
du 10. Obr. 11A: normalni my3i kloub; obr. 11B: kloub arthritické mysi; obr. 11C: kloub mysi
lécené rhIL—18BP.

Obr. 12 zobrazuje histogram, znazorfiujici hladiny protiltek proti kolagenu typu II (anti—olla-
gen type II) isotypu IgG1 (prazdné sloupce) nebo IgG2a (3rafované sloupce) u mysi, lé€enych
IL-18BP v dévce 3 mg/kg, nebo fyziologickym roztokem (vehikulem). M&feni byla provadéna
v den 4 (D4) nebo v den 8 (D8) onemocnéni.

Obr. 13 zobrazuje histogram, znazoriiujici hladiny IL-6 v pg/ml u zvitat, 1é¢enych IL~18BP
v davee 1, 3 nebo 10 g/kg, 10 000 IU interferonu—B (IFN-B), normalnim mySim sérem (NMS)
nebo fyziologickym roztokem (NaCl).

Obr. 14 znazorfiuje expresi hIL—18BP a IL-18 mRNA transkriptii ve stfevnich biopsiich pacienti
s aktivni Crohnovou chorobou, ulcerativni kolitidou nebo normalnich zdravych Jjedinci. Repre-
zentativni produkty RT-PCR jsou znézorn&ny pro IL-18BP, pro IL-18 a pro provozni, ,,house-
keeping" gen (B—aktin) (Obr. 14A). Pomérna kvantifikace ethidiumbromidem obarvenych pruhi
byla provedena za pouZiti Kodak Digital Imaging Software a je uvedena jako pomér cilového
genu a B—aktinu. Cilovy gen je IL-18 na obr. 14B a IL-18BP na obr. 14C.

Obr. 15 znazortiuje expresi hIL—18BP mRNA transkripti, expresi bilkoviny z HUVECs (endote-
lidlnich bun€k zlidské pupeénikové krve, human umbilical vein endothelial cells) a expresi
bilkoviny z THP1 (lidské linie monocytii). RNA byla izolovana z neovlivnénych endotelidlnich
bunék (médium) a z endotelidlnich bunék stimulovanych IL-1pB, TNF-q, IFN—y nebo HUVEC
(obr. 15 B) nebo THP1 (obr. 15C) byl analyzovén vzhledem k produkci bilkoviny IL-18BP a IL-
18 v testu ELISA.

Obr. 16 znézorfiuje vyvoj télesné hmotnosti mezi dnem 1 a dnem 10 u mysiho modelu IBD
(stfevniho zanétlivého onemocnéni) po podani do bfisni dutiny (i.p.) bud’ fyziologického roztoku
(NaCl), nebo IL-18BP (8 mg/kg). Zména hmotnosti je vyjadiena v procentech zmény télesné
hmotnosti od dne 1. Vyneseny jsou pram&rné hodnoty a stfedni chyba priméru (SEM) dvou sku-
pin, zahrnujicich 8 zvifat na skupinu.

Obr. 17 znézortiuje vysledky analyzy tlustého stfeva, ocasnich lymfatickych 714z a sleziny, ziska-
nych od mysi lé¢enych IL-18BP a nelétenych IBD mysi. Obr. 17 A zobrazuje hmotnost posled-
nich 6 cm tlustého stfeva v mg. Obr. 17 B znazortiuje celkové mnoZstvi bunék, ptitomnych
v ocasni lymfatické Zlaze. Obr. 17 C zobrazuje procentni mnoZstvi bunék, pozitivné se barvicich
vzhledem k CD47/CD69" ve slezing. Udaje predstavuji primémé hodnoty a SEM; * vyjadiuje
vyznamnou odchylku.

Obr. 18 znézortiuje mnoZstvi IFN—y (obr. 18 A a 18 B) a TNF—« (obr. 18 C a 18 D), produkova-
né po 48 hodinich buiitkami ocasni lymfatické Zlazy (obr. 18 A a C) a slezinnymi buiikami
(obr. 18 B a D) po stimulaci uginkem CD3/CD28, ptitomnymi v supernatantech. Uvedeny jsou
primémé hodnoty a SEM.

Obr. 19 znazoriiuje obsah TNF—ot (obr. 19 A) a IFN~y (obr. 19 B) v homogenatech tlustého stte-
va. Udaje jsou korigovany vzhledem ke hmotnosti tlustého stfeva. Uvedeny jsou prim&mé hod-
noty a SEM; * vyjadiuje vyznamnou odchylku.

Pfedkladany vynélez se zaklada na objevu ptiznivého u&inku inhibitoru IL—18 pfi riznych one-
mocnénich a poruchach.
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Vyraz ,inhibitor IL-18 se v kontextu tohoto vynalezu vztahuje k jakékoli molekule, modulujici
produkci IL-18 a/nebo jeho akci takovym zpiisobem, Ze tato produkce IL-18 a/nebo akce je
oslabena, sniZena, nebo &aste&né, podstatné &i GipIné blokovana anebo se ji ¢astené, podstatné &i
Gplné predejde. Vyraz ,,inhibitor IL-18* je zamyslen k zahrnuti inhibitor(i produkce IL—18, stejné
jako inhibitort akce, pisobeni IL-18.

Inhibitorem produkce miize byt jakakoli molekula, negativné ovliviiujici syntézu, zpracovani,
nebo zrani IL-18. Inhibitory, uvazovanymi podle vynalezu, mohou byt napiiklad supresory geno-
vé exprese interleukinu 18, mRNA s opaénym vyznamem (antisense mRNA), redukujici nebo
zabratiujici transkripci IL-18 mRNA nebo vedouci k degradaci (rozpadu) mRNA, bilkoviny
poskozujici spravné skladani nebo Caste¢ns ¢i GpIng zabranujici sekreci IL-18, proteazy degradu-
jici IL-18, jakmile byl jednou syntetizovan, inhibitory proteaz Stépicich pro-IL-18 k vytvofeni
zralého IL-18, jako jsou inhibitory kaspazy—1 a podobné.

Inhibitorem piisobeni IL-18 miize byt napiiklad antagonista IL-18. Antagonist¢ mohou bud’
vazat, nebo sekvestrovat molekulu IL-18 samotnou s dostate¢nou afinitou a specifi¢nosti
k Gplnému nebo podstatnému neutralizovani 1L-18 nebo vazebného mista (vaz. mist) IL-18,
odpovédného (odpovédnych) za vazbu IL-18 na jeho ligandy (jako napiiklad na jeho receptory).
Antagonista miZe také inhibovat signalni drahu IL—18, ktera se aktivuje v buiikdch béhem vazby
IL—18 receptoru.

Inhibitory IL-18 mohou byt také rozpustné receptory IL—18 nebo molekuly napodobujici recep-
tory, nebo &inidla, blokujici receptory IL—18, anebo protilatky vici IL-18, jako polyklonalni
nebo monoklonalni protilatky, nebo jakékoli jiné ¢inidlo ¢i molekula, pfedchdzejici vazbé IL—18
na jeji cilovou strukturu, a tim zmenSujici nebo predchazejici spusténi intracelularnich nebo
extracelularnich reakci, zprostfedkovanych IL—-18.

Podle prvniho aspektu predkladaného vynalezu jsou inhibitory IL-18 pouzivany k vyrobé 1é€iva
pro lé¢bu a/nebo prevenci jaterniho poskozeni. Vynalez se s vyhodou tyka pouZiti inhibitoru IL—
18 pro vyrobu légiva pro 1é&bu a/nebo prevenci akutnich a chronickych jaternich onemocnéni
a jesté 1épe alkoholické hepatitidy, virové hepatitidy, imunitni hepatitidy, fulminantni (prudce
vzplanuvsi) hepatitidy, jaterni cirh6zy a primarni bilidrni cirhozy.

Vyraz ,jaterni poskozeni®, nebo jaterni choroba, jak je zde pouzivan, zahrnuje mnoZzstvi riiznych
patologickych stavii. N&které stavy, uvazované v piedkladaném vynalezu, byly podrobné vysvét-
leny v pfedchéazejicim oddilu ,,Dosavadni stav techniky*. Dalsi jaterni onemocnéni, ktera mohou
byt 1éena a/nebo jim Ize predchazet podle vynalezu, zahrnuji naptiklad pyrogenni jaterni absces.
Nazyva se rovnéZ ,,bakterialni jatra“ a jde o dutinu, vytvafejici hnis uvnitf jater. PfiCiny jaterniho
abscesu jsou mnohé. MiZe se vyvinout z b¥i$ni infekce jako z apendicitidy (zanétu slepého stie-
va), divertikulitidy, nebo perforace stfeva; z infekce v krvi; z infekce v bilidrnim, Zlu€ovém trak-
tu (jaterni sekrece); nebo z traumatu, kdy se pohmozdéna jatra stanou infikovanymi. Nejb&Zn&jsi-
mi organismy, vyvolavajicimi jaterni absces, jsou Escherichia coli, Proteus vulgaris a Entaro-
bacter aerogenes. Vyskyt je 1 ptipad na 10 000 lidi.

Alkoholicka jaterni onemocnéni mohou byt 1é¢ena a/nebo jim lze piedchdzet za pouziti inhibitori
IL-18 podle vynalezu. Zahrnuji akutni nebo chronicky zinét jater, indukovany naduZivanim
alkoholu. Alkoholicka hepatitida obvykle nastava po létech nadmérného piti alkoholu. Cim delsi
je doba pozivani alkoholu a &im v&t3i je spotfeba alkoholu, tim vétsi je pravdépodobnost rozvoje
jaterniho onemocnéni. Rozviji se podvyZivenost jako vysledek bezvyznamnych (prazdnych)
kalorii z alkoholu, snizené chuti k jidlu a Spatné absorpce (neodpovidajici adsorpce Zivin ze
stfevniho traktu). PodvyzZivenost prispiva k jaternimu onemocnéni. K rozvoji alkoholického jater-
niho onemocnéni rovnéZ prispivaji toxicita ethanolu vzhledem k jatriim, individudlni citlivost
vii¢i alkoholem indukovanému jaternimu onemocnéni a genetické faktory.
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Podle pfedkladaného vyndlezu miiZe byt jaterni cirh6za léSena a/nebo ji lze predchazet pouzitim
inhibitort IL~1. Cirh6za je chronickym jaternim onemocn&nim, které vyvolava poskozeni jaterni
tkané, zjizveni jater (fibrézu, modulérni regeneraci), progresivni sniZeni funkce jater, nadbyteg-
nou tekutinu v bfiSe (ascites, vodnatelnost bfisni), poruchy krvacivosti (koagulopatii), zvyseny
tlak v krevnich cévich (portalni hypertenze) a poruchy mozkovych funkei (hepatickou encefalo-
patii). PoSkozend a zjizvena jatra se stivaji neschopnymi pat¥ién& odstrafiovat odpadni produkty
(toxiny) z krve a vytvafeni jizvové tkang vede ke zvySenému tlaku (portalni hypertenzi) v Zilach
mezi stfevy a slezinou a jétry. Nadmémé pozivani alkoholu je hlavni pfitinou cirhézy. Dalgi
piiciny zahrnuji infekce (jako hepatitidu), cystickou fibrézu a zvy$enou absorpci Zeleza a médi.
Typ cirh6zy zavisi na pti€iné onemocnéni. Komplikace cirhézy mohou byt té7ké. Ve Spojenych
statech je cirhdza devatou hlavni pfiCinou smrti. Mohou se rozvijet neurologické obtize (jako
hepaticka encefalopatie). ZvySené shromazd'ovani tekutiny v bfi$ni duting (ascitus) je vyvolano
ubytkem télni bilkoviny, naristem sodiku a zvySenym tlakem v jaternich krevnich cévéch (por-
talni hypertenzi). Portalni hypertenze vyvolava zvyseny tlak, objem a plnost krevnich cév v Jjicnu
(jicnové Zilni méstky). Mohou nastat obtiZe s krvacenim a srazlivosti. Rostouci tlaky v krevnich
cévach a problémy srazlivosti krve mohou zvysit moznost prudkého a Zivot ohrozujiciho krvéce-
ni.

DalSi poruchou, kterd je zde zahrnovana pod vyraz jaterni poskozeni“ podle predkladaného
vynalezu, je autoimunitni hepatitida. Jedna se o zanét jater, vyvolany vzajemnou interakci s imu-
nitnim systémem. Autoimunitni hepatitida je typem chronicky aktivni hepatitidy. P¥i¢inou chro-
nicky aktivni hepatitidy mohou byt buné¢né imunitni reakce. V krvi pacientii s chronicky aktivni
hepatitidou miize byt nalezeno mnoZstvi riznych cirkulujicich autoprotilatek. S chronicky aktivni
hepatitidou mohou byt spojena dal3i imunitni onemocnéni, nebo se mohou vyskytnout u pfibuz-
nych pacientd s chronicky aktivni hepatitidou. Témito onemocnénimi jsou zénét §titné Zlazy,
cukrovka (diabetes mellitus), ulcerativni kolitida, Coombs—pozitivni hemolytick4 anemie, proli-
ferativni glomerulonefritida a Sjogreniiv syndrom. Rizikové faktory mohou zahrnovat toto one-
mocnéni, nebo rizikové faktory spojené s chronicky aktivni hepatitidou. Vyskyt piedstavuje
4 ptipady na 10 000 lidi.

Nepriichodnost Zlu¢ovodi je dalsi poruchou, patiici do rozsahu vyrazu ,jaterni poskozeni®. Jedna
se o ucpani Zludovodd, zpiisobené poruchou jejich normalniho vyvoje pted narozenim (v déloze).
Nepriichodnost Zlu€ovodi (biliarni atrézie) je zpiisobena nenormalnim a nedostateénym vyvojem
Zludovodi v jatrech nebo mimo jatra. Ugelem ZluGového systému je odstrafiovani odpadnich pro-
duktll z jater a pfivadéni Zlu€ovych soli, nezbytnych pro traveni tukd, do tenkého stfeva. Pii tom-
to stavu je tok ZluCi z jater do Zlu¢niku blokovan. To miiZe vést k poskozeni jater a cirhoze jater,
ktera, pokud neni lécen4, je nakonec smrtelna.

Podle tohoto vynilezu se inhibitory IL-18 rovnéZ pouZivaji k vyrobé 1é&iva pro 16&bu a/nebo
prevenci chronicky aktivni hepatitidy, nazyvané také chronickou agresivni hepatitidou. Je to trva-
ly zanét jater, ktery poskozuje jaterni buiiky. P¥iciny chronické aktivni hepatitidy zahrnuji virové
infekce, reakce a/nebo uzivani drog, metabolické poruchy nebo autoimunitni onemocnéni. Rov-
n€Z miiZe jit o nepfili§ ziejmé pFiciny. Onemocnéni je charakterizovano nekrézou nebo odumie-
nim jaternich bunék, aktivnim zin&tem a fibrézou, coZ miize vést k selhani jater, cirhdze a smrti.
Vyskyt je 1 ptipad na 10 000 lidi. Rizikovymi faktory jsou autoimunitni onemocnéni, drivéjsi
infikace hepatitidou C, nebo pfitomnost pozitivnich antigeni vzhledem k hepatitidé A nebo hepa-
titidé B po dobu pfes 6 mésici.

Mimou, nerozvijejici se formou jaterniho zanétu je chronicka pretrvavajici hepatitida, ktera je
rovnéz onemocnénim, zahrnovanym pod vyraz ,jaterni poskozeni“ podle ptedkladaného vyna-

lezu.

Podle tohoto vyndlezu jsou inhibitory IL-18 pouZivany také k vyrob& 1égiva pro 1é&bu a/nebo
prevenci primarni biliarni cirh6zy (PBC). PBC je zanétlivym stavem, ktery vznikd ucpanim toku
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7lugi v jatrech, coZ vyvolava poskozeni jaternich bunék. Zlucovody v jatrech se stanou zanétlivy-
mi z neznamych p¥icin. Onemocnéni postihuje nejéastéji zeny stfedniho véku. Nastup pfiznaki je
postupny a prvnim pfiznakem je sv&dici kiize. Nastava zanét Zluovodil v jatrech a nakonec se
rozviji jaterni cirh6za. Onemocnéni miize byt spojeno s autoimunitnimi poruchami. Vyskyt pfed-
stavuje 8 ptipadii na 100 000 lidi. Zde uvazované inhibitory IL—18 mohou byt pouzity také k 16¢-
b& akutni jaterni otravy, zpiisobené napfiklad vysokym mnoZstvim paracetamolu. Takova akutni
jaterni otrava miize byt zpisobena ptedavkovanim paracetamolem, at’ uz ndhodnym nebo umysl-
nym.

Jak je ukazano niZe na piikladech, autofi tohoto vynalezu piekvapivé zjistili, Ze inhibitory IL—18
jsou zvlasté G¢inné v prevenci a 1é€bé nahle vzplanuvsi hepatitidy (akutni hepatitidy). Proto se
vynalez s vyhodou tyka prevence a/nebo 1é¢by akutni (fulminantni) hepatitidy.

Podle druhého aspektu predkladaného vynalezu se inhibitory IL-18 pouZivaji k vyrobé léCiva pro
1é¢bu a/nebo prevenci arthritidy.

Vyraz ,arthritida, jak je zde pouZivan, zahrnuje veskeré riizné typy arthritidy a arthritické stavy
jak akutni, tak i chronické arthritidy, jak jsou definovany napfiklad na doméci strance Ortopedic-
kého oddéleni University of Washinton o arthritidé (www.orthop.washington.edu). Ptiklady
arthritickych stavii jsou ankylézni spondylitida (zanét obratli), bolesti zad, karpalni depozicni
syndrom, Ehlers-Danlostv syndrom, dna, juvenilni arthritida, lupus erythematodes, myozitida,
vrozena lomivost kosti (osteogenesis imperfecta), osteopor6za, polyarthritida, polymyozitida
(zanét svali), lupénkova arthritida, Reiterdv syndrom, sklerodermie, arthritida se sttevnim one-
mocnénim, Behcetova choroba, détska arthritida, degenerativni onemocnéni kloubu, fibromyal-
gie, infek&ni arthritida, Lymeho onemocnéni, Marfaniv syndrom, osteoarthritida, osteonekroza,
Pagetova choroba, revmatickd polymyalgie, pseudodna, degenerace (dystrofie) sympatického
reflexu, revmatismus, Sjogrentiv syndrom, rodové dédi¢na adenomatozni polypéza a podobné.

S vyhodou, podle vynalezu, jsou inhibitory IL—18 poskytovany k 1é€bé a/nebo prevenci zanétlivé
arthritidy. Zanétliva arthritida je klasifikovana podle pietrvavajiciho, stalého nebo opakujiciho se
prub&hu onemocnéni jako chronick4 arthritida.

V upiednostnéném ztélesnéni vynalezu je zanétlivou arthritidou revmatoidni arthritida (RA). RA
vyvolava zanét vystelky kloub (synovialni membrany, jednobunéiné vrstvy epitelu) a/nebo
vnitfnich organd. Onemocnéni ma sklon pfetrvavat po mnoho let, typicky postihuje mnoho riz-
nych kloubii v celém téle a nakonec piisobi poskozeni chrupavek, kosti, Slach a vaziva. Klouby,
které mohou byt postizeny RA, jsou klouby umisténé napiiklad v krku, ramenou, loktech, ky¢-
lich, zapéstich, rukou, kolenou, kotnicich a v nohou. V mnoha pfipadech jsou pfi RA kiouby
zénétem postizeny v symetrickém rozloZeni.

RA je prevazujici u 1 % populace Spojenych stati, rozprostira se ve viech etnickych skupinach
a je zastoupena v kazdém véku. Vyskytuje se po celém svété a Zeny pievySuji mezi postizenymi
RA muze v poméru 3:1.

Jak je znazornéno niZe na piikladech, bylo ovéfeno, Ze inhibitor IL-18 vykazuje vysoce uinny
ptinosny t&inek na destrukci chrupavky. Proto se vynalez dale tykd pouZiti inhibitoru I1L-18
k vyrobé légiva pro 1é&bu a/nebo prevenci destrukce chrupavky, tj. pouZiti inhibitoru IL—~18 jako
chondroprotektivniho &inidla. Inhibitor IL-18 miZe byt pouZit pfi jakémkoliv stavu, pfi némz
dochazi k destrukci nebo erozi chrupavky. Destrukce chrupavky je progresivni apadek strukturni
integrity spojovaci kloubni chrupavky. K tomu dochazi naptiklad pfi stavech, poSkozujicich
kloubni chrupavku, jako je revmatoidni arthritida, juvenilni revmatoidni arthritida nebo osteo-
arthritida, ale také naptiklad pfi infekéni synovitidé.

Tieti aspekt predkladaného vyndlezu se tykd pouziti inhibitoru IL-18 pro vyrobu léciva k lécbé
a/nebo prevenci zanétlivého stfevniho onemocnéni. Je zaloZen na zjidténi, Ze inhibitor IL-18 je
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vypnut v zanétlivé mukéze pacientit s Crohnovou chorobou. Déle je zaloZen na zjidténi, Ze poda-
vani odli$nych inhibitort IL-18 vykazuje ochranny G&inek u kolitidy na mySim modelu.

Utlum IL-18 v chorobou postiZzené mukoéze pacientd s Crohnovou chorobou byl jiz popsan
(G. Monteleone se spoluautory, 1999); T. T. Pizarro se spoluautory, 1999).

Po prokazani pfitomnosti velkych mnoZzstvi IL-18BP v zanétlivych oblastech stfevni mukozy
podle vynélezu bylo jesté daleko prekvapivéjsi nalezeni ptinosného t&inku IL—18BP, podavané
systematicky, na rozvoj a pfiznaky kolitidy Zivocisného modelu. A&koliv IL-18BP je jiz endo-
genné potlatovana ve stfevu CD pacientii, jak bylo prokdzéno v niZe uvedenych p¥ikladech,
mnoZstvi IL-18BP, které je télo schopné vytvofit, se zda nedostadovat k boji s touto chorobou.

Podle vynalezu je s vyhodou zan&tlivym stfevnim onemocnénim Crohnova choroba nebo ulcera-
tivni kolitida.

V upfednostiiovaném ztélesnéni predkladaného vynalezu je inhibitor IL-18 zvolen z inhibitorii
kaspazy-1 (ICE), protiltek namitenych vii¢i IL—18, protildtek namifenych viiéi kterékoliv z pod-
jednotek receptoru IL-18, z inhibitort signalni drahy IL-18, z antagonisti IL—18, které kompetu-
Ji s IL-18 a blokuji receptor IL—18 a z vazebnych bilkovin IL-18, izoforem, muteind, spojenych
bilkovin, funkénich derivati, aktivnich frakci nebo ob&hem pozménénych derivatii, majicich stej-
nou aktivitu,

Vyraz ,,vazebné bilkoviny IL-18" je zde pouzivan jako synonymum ,,JL-18BP¥. Zahrnuje vazeb-
né bilkoviny IL-18, jak byly definovany ve WO 99/09 063 nebo Novickem se spoluautory, 1999,
veetn€ sestiihovych variant a/nebo izoforem vazebnych bilkovin IL-18, jak bylo definovéano
Kimem se spoluautory (S. H.Kim, M. Eizenstein, L. Reznikov, G. Fantuzzi, D. Novick,
M. Rubinstein a C. A. Dinarello; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1997, 1190-1195, 2000). Zejména
lidské izoformy a a ¢ vazebnych bilkovin IL~18 jsou vhodné ve spojitosti s predkladanym vyna-
lezem. Bilkoviny, hodici se podle tohoto vynalezu, mohou byt glykosylovany nebo neglykosylo-
vany, mohou byt ziskany z ptirodnich zdroji jako je mog, nebo mohou byt s vyhodou vyribény
rekombinantn€. Rekombinantni exprese miiZe probihat v prokaryotickych expresnich systémech
Jako v E. coli, v eukaryotickych systémech, s vyhodou v sav&ich expresnich systémech.

Tak, jak je zde pouzit, se vyraz ,,muteiny* vztahuje k analogiim IL-18BP, nebo analogim viro-
vych IL-18BP, v nichZ jsou jeden nebo vice z aminokyselinovych zbytkd ptirodnich IL~18BP
nebo virovych IL~18BP nahrazeny odlinymi aminokyselinovymi zbytky, nebo jsou odstranény,
anebo je jeden nebo vice z aminokyselinovych zbytkd pfidan k prirozené sekvenci IL—18BP,
nebo virovych IL-18BP, bez podstatné zmény aktivity vyslednych produktii ve srovnani s divo-
kym typem IL-18BP nebo virovych IL-18BP. Tyto muteiny jsou p¥ipraveny Zznamymi syntetic-
kymi postupy a/nebo stranové Fizenymi postupy mutageneze, nebo jakymikoliv zndmymi techni-
kami, které jsou k tomu vhodné.

Kterykoliv z takovych muteinii méa s vyhodou sekvenci aminokyselin dostatedng duplikativni
vzhledem k sekvenci IL-18BP, nebo dostatetné duplikativni vzhledem k sekvenci virovych IL—
18BP, tak, aby mél v podstaté podobnou aktivitu jako IL-18BP. Jednou z aktivit IL-18BP je
schopnost vazby IL-18. Pokud ma mutein podstatnou vazebnou aktivitu vzhledem k IL—18, miZe
byt pouzit k vycisténi IL-18, jako prostfednictvim afinitni chromatografie a mize byt tedy pova-
Zovan za majici v podstaté podobnou aktivitu jako IL-18BP. Zda m4 kterykoliv dany mutein
v podstaté stejnou aktivitu jako IL-18BP miZe byt tedy uréeno pomoci rutinnich experimentd,
které zahrnuji podrobeni takového muteinu naptiklad jednoduchému sendvidovému kompetitivni-
mu stanoveni, ktery ur¢i, jestli se vaze na vhodné oznaceny IL-18, jako je radioimunoassay nebo
stanoveni ELISA.

Muteiny polypeptidi IL-18BP nebo muteiny virovych IL-18BP, které lze pouzit podle predkla-
daného vynilezu, nebo nukleové kyseliny, které je koduji, zahrnuji konetnou sadu v podstaté
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odpovidajicich sekvenci jako substitu¢nich peptidi nebo polynukleotidii, které mohou byt rutinné
ziskany odbornikem v oboru bez dal3iho badani, na zékladé poznatkii a postupl zde popsanych.

Upfednostiiovanymi zménami muteind podle predklddaného vynalezu jsou ty, které jsou znamé
jako ,konzervativni* substituce. Konzervativni aminokyselinové substituce (nahrady) polypepti-
dit IL-18BP nebo bilkovin virovych IL-18BP, mohou zahrnovat synonymni aminokyseliny,
pattici do skupiny, majici dostateéné podobné fyziochemické vlastnosti, aby substituce mezi Cle-
ny skupiny uchovala biologickou funkci molekuly (Grantham; Science 185, 862-864, 1974). Je
ziejmé, Ze ve vyse definovanych sekvencich mohou byt provedeny také inserce a delece amino-
kyselin bez zmény jejich funké&nosti, zv1a§té pokud inserce nebo delece zahmuji pouze nékolik
aminokyselin, napfiklad mén& nez 30 a s vyhodou méné nez 10 a nedojde k odstranéni nebo
piemisténi aminokyselin, které jsou kritické pro funkéni konformaci, naptiklad cysteinovych
zbytkd. Bilkoviny a muteiny, vyrobené takovymi delecemi a/nebo insercemi, spadaji do rozsahu
piedkladaného vynalezu.

Synonymnimi aminokyselinovymi skupinami jsou s vyhodou ty, definované v tabulce I. Vyhod-
ndji jsou synonymnimi aminokyselinovymi skupinami ty, které jsou definované v tabulce II
a nejvyhodnéji jsou synonymnimi aminokyselinovymi skupinami ty, které jsou definované v ta-
bulce III.
Tabulka I

Upftednostiiované skupiny synonymnich aminokyselin

Aminokyselina  Synonymni skupiny

Ser Ser, Thr, Gly, Asn

Arg Arg, GIn, Lys, Glu, His

Leu lle, Phe, Tyr, Met, Val, Leu

Pro Gly, Ala, Thr, Pro,

Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, GIn, Thr
Ala Gly, Thr, Pro, Ala,

Val Met, Tyr, Phe, lle, Leu, Val

Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly

lle Met, Tyr, Phe, Val, Leu, lle

Phe Trp, Met, Tyr, lle, Val, Leu, Phe
Tyr Trp, Met, Phe, lle, Val, Leu, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys

His Glu, Lys, GIn, Thr, Arg, His

Gln Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gin
Asn Gln, Asp, Ser, Asn,
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Lys Glu, Gln, His, Arg, Lys

Asp Glu, Asn, Asp

Glu Asp, Lys, Asn, Glin, His, Arg, Glu
Met Phe, lle, Val, Leu, Met

Trp Trp

Tabulka II

Upfednostiiovangjsi skupiny synonymnich aminokyselin

Aminokyselina Synonymni skupina

Ser Ser

Arg His, Lys, Arg

Leu Leu, lle, Phe, Met
Pro Ala, Pro

Thr Thr

Ala Pro, Ala

Val Val, Met, lle

Gly Gly

lle lle, Met, Phe, Val, Leu
Phe Met, Tyr, lle, Leu, Phe
Tyr Phe, Tyr

Cys Cys, Ser

His His, GIn, Arg

Gin Glu, GIn, His

Asn Asp, Asn

Lys Lys, Arg

Asp Asp, Asn

Glu Glu, GIn

Met Met, Phe, lle, Val, Leu

Trp Trp
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Tabulka II1
Nejupiednostiiovangjsi skupiny synonymnich aminokyselin

Aminokyselina  Synonymni skupina

Ser Ser

Arg Arg

Leu Leu, lle, Met
Pro Pro

Thr Thr

Ala Ala

Val Val

Gly Gly

lle lle, Met, Leu
Phe Phe

Tyr Tyr

Cys Cys, Ser,
His His

Gin Gin

Asn Asn

Lys Lys

Asp Asp

Glu Glu

Met - Met, lle, Leu
Trp Met

Ptiklady produkce aminokyselinovych substituci v bilkovinach, které lze pouzit k ziskani mutei-
ni polypeptidi nebo bilkovin IL-18BP, anebo muteini virovych IL-18BP pro pouziti v pfedkla-
daném vynalezu, zahrnuji kroky kteréhokoliv znamého postupu, jak jsou pfedloZeny v patentech
US RE 33 653, US 4 959 314, US 4 588 585 a US 4 737 462 Marka a spoluautorii; US 5 116 943,
Kothse a spoluautorti; US 4 965 195 Namena a spoluautorti; US 4 879 111 Chonga a spoluautori

a US 5017691 Leeho a spoluautord; a lysinem substituované bilkoviny, popsané v patentu
US 4 904 584 Shawa a spoluautorui.

Vyraz ,spojend bilkovina“ (fuzni protein) se vztahuje k polypeptidu obsahujicimu IL-18BP,
nebo virové IL-18BP, nebo mutein &i jeho fragment, spojené s jinou bilkovinou, ktera ma napfi-
klad zvysenou dobu pretrvani v télnich tekutinach. IL-18BP nebo virové IL-18BP tedy mohou

byt spojeny s jinou bilkovinou, polypeptidem nebo podobng, napiiklad imunoglobulinem nebo
jeho fragmentem.
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»Funkéni derivaty“, jak jsou zde uZity, zahrnuji derivaty IL—18BP nebo virové IL—18BP a jejich
muteiny a spojené bilkoviny, které mohou byt pfipraveny z funk&nich skupin, které se vyskytuji
jako vedlejsi fet€zce na zbytcich N-nebo C—koncovych skupin, pomoci prosttedkii znamych
v oboru a jsou zahrnuty do rozsahu vynélezu, pokud ziistavaji farmaceuticky pfijatelnymi, tj. ne-
poskozuji aktivitu bilkoviny, ktera je v podstaté stejna jako aktivita IL—18BP nebo virovych IL—
18BP a nepropijéuji prostiedkiim, které je obsahuiji, toxické vlastnosti.

Takové derivaty mohou napfiklad zahrnovat polyethylenglykolové vedlejii fetézce, které mohou
maskovat antigenni mista a prodluZovat dobu ptetrvani IL-18BP nebo virovych IL-18BP v t&l-
nich tekutinch. Jiné derivaty zahrnuji alifatické estery karboxylovych skupin, amidy karboxylo-
vych skupin ziskané reakci s amoniakem nebo s priméarnimi &i sekundarnimi aminy, N-acylové
derivaty volnych aminokyselin, aminokyselinovych zbytkii vytvofenych s acylovymi &asticemi
(naptiklad alkanoyl nebo karbocyklické aroylové skupiny) nebo O-acylové derivaty volnych
hydroxylovych skupin (naptiklad derivaty serylovych nebo threonylovych zbytkii), vytvotenych
s acylovymi ¢asticemi.

Jako ,,aktivni frakce* IL-18BP nebo virovych IL-18BP, muteinii a spojenych bilkovin zahrnuje
pfedkladany vynélez jakykoliv fragment nebo prekurzor polypeptidového fetdzce bilkovinné
molekuly samotné nebo spole¢né s pfipojenymi molekulami &i na né vazanymi zbytky, naptiklad
cukernymi nebo fosfatovymi zbytky, nebo agregaty bilkovinné molekuly nebo cukerni zbytky
samy o sobg, za predpokladu, Ze uvedena frakce mé v podstaté stejnou aktivitu jako IL—18BP.

V jeste daldim upfednostiiovaném ztlesnéni vynalezu je inhibitorem IL-18 protilatka vi&i IL—
18. Protilatka vici IL-18 (anti-IL—18 antibody) mohou byt polyklonalni nebo monoklonalni,
chimerické, humanisované nebo dokonce plné huménni. Rekombinantni protilétky a fragmenty
Jsou charakterizovany vysoce afinitni vazbou k IL-18 za podminek in vivo a nizkou toxicitou.
Protilatky, které mohou byt pouzity podle vynalezu, jsou charakterizovany schopnosti 16&iv pa-
cienty po dobu, dostaCujici k poskytnuti dobré aZ vynikajici regrese nebo zmirnéni patogenniho
stavu €i jiného pfiznaku nebo skupiny pfiznakil, vztahujicich se k patogennimu stavu a nizkou
toxicitou.

Neutralizujici protilatky Ize snadno vyvolat u zvifat, jako jsou kralici, kozy nebo mysi imunizaci
prostfednictvim IL-18. Imunizované mys3i jsou zvlasté€ vhodné k poskytnuti zdrojti bungk B pro
vyrobu hybridomi, které jsou naopak kultivovany k produkei velkych mnozstvi monoklonalnich
protilatek vaci IL-18.

Chimerickymi protilatkami jsou imunoglobulinové molekuly, charakterizované dvéma nebo vice
segmenty Ci Castmi, ziskanymi z riiznych Zivo¢isnych druhii. Obecné je variabilni oblast chime-
rické protilatky ziskana z nehumanni savéi protilatky, jako z my3i monoklonalni protilatky a kon-
stantni oblast imunoglobulinu je ziskina z humanni (lidské) imunoglobulinové molekuly. Obé
oblasti i jejich kombinace maji svyhodou nizkou imunogenitu, jak je rutinné stanoveno
(M. J. Elliott, R. N. Maini, M. Feldmann, A. Long-Fox, P. Charles, H. Bijl a J. N. Woody,
Lancet 344, 1125-1127, 1994). Humanizované protilatky jsou imunoglobulinové molekuly,
vytvofené technikami genetického inZenyrstvi, pfi nichZ jsou mysi konstantni oblasti nahrazeny
lidskymi pfi zachovani mySich oblasti navazujicich antigen. Vysledné mysi-lidské chimerické
protilatky maji s vyhodou sniZenou imunogenitu a zlepsené farmakokinetické vlastnosti u lidi (D.
M. Knight se spoluautory; Construction and initial characterization of a mouse—human chimeric
anti~TNF antibody; Mol. Immunol 30(16), 1443-1453, 1993).

V dalSim upfednostiovaném zt&lesnéni je tedy protilatkou vii¢i IL-18 humanizovana protilitka
vici IL-18. Upfednostiiované ptiklady humanizovanych protilatek vii IL—18 jsou popsany na-

ptiklad v Evropské patentové prihlasce EP 0 974 600.

V jesté déle upfednostiiovaném ztélesnéni je protilatka vii&i IL~18 pln& humanni. Postup vyroby
lidskych protilatek je popsan podrobné naptiklad ve WO 00/76 310, WO 99/53 049,
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US 6 162 963 nebo AU 533 61 00. Piné humanni protilatky jsou s vyhodou rekombinantni
protilatky, produkované u transgennich zvifat napfiklad xenomysi, zahrnujici celé funkéni lidské
Ig lokusy, nebo jejich Casti.

Inhibitorem IL-18 je ve vysoce uptednostiiovaném ztélesnéni piedkladaného vynalezu IL-18BP,
nebo izoforma, mutein, spojena bilkovina, funk&ni derivat, aktivni frakce nebo v ob&éhu pozméné-
ny derivat aktivni frakce. Tyto izoformy, muteiny, spojené bilkoviny nebo funkéni derivaty vyka-
zujici pretrvavajici biologickou aktivitu IL-18BP, zejména vazbu na IL-18, a s vyhodou maji
v podstaté alespoti aktivitu podobnou IL-18BP. V idealnim pfipadé maji takové bilkoviny biolo-
gickou aktivitu, ktera je dokonce vyssi nez u nemodifikovanych IL-18BP. Upfednostiiované
aktivni frakce maji aktivitu, ktera je lepsi nez aktivita IL-18BP, nebo ktera ma dali vyhody, jako
lepsi stalost nebo nizsi toxicitu nebo imunogenitu, nebo jsou lépe vyrabény ve velkych mnoZzst-
vich, nebo se snadngji Cisti.

Sekvence IL—18BP a jejich sestfihové varianty/izoformy mohou byt brany z WO 99/09 063 nebo
z praci Novicka a spoluautort, 1999 ¢i Kima a spoluautord, 2000.

Funkéni derivaty IL-18BP mohou byt pro zlepSeni vlastnosti bilkoviny jako je stalost, polo¢as
rozpadu, biologicka dostupnost, snaSenlivost v lidském téle nebo imunogenita pipojeny na poly-
mery. K dosaZeni t&chto poZadavkii mohou byt IL-18BP navazany napiiklad na polyethylen-
glykol (PEG). Polyethylenglykolace se miize provadét znamymi postupy, popsanymi napiiklad
ve WO 92/130 95.

V upfednostiiovaném ztélesnéni predkladaného vynélezu je tedy IL-18BP polyethylenglykolova-
na.

V dal3im upiednostiiovaném zt&lesnéni tohoto vynalezu je inhibitorem IL—18 spojena bilkovina,
obsahujici celou vazebnou bilkovinu IL-18 nebo jeji ¢ast, spojenou s celym imunoglobulinem
nebo jeho &asti. Odbornikovi v oboru bude ziejmé, Ze vysledna spojena bilkovina si zachova bio-
logickou aktivitu IL—18BP, zejména vazbu IL-18. Spojeni miiZze byt pfimé, nebo prostfednictvim
kratkého spojovaciho peptidu, ktery miize mit délku jednoho az tfi aminokyselinovych zbytkd
nebo mize byt delsi, napiiklad mit délku 13 aminokyselinovych zbytkii. Uvedeny spojovaci
peptid miize byt naptiklad tripeptidem o sekvenci E-F-M (Glu—Phe-Met), nebo miize byt amino-
kyselinovou spojovaci sekvenci, zahrnujici 13 aminokyselinovych zbytkii Glu—Phe-Gly-Ala-
Gly-Leu-Val-Leu—Gly-Gly-Gln—Phe-Met, vloZenou mezi sekvenci IL-18BP a imunoglobuli-
novou sekvenci. Vysledna spojena bilkovina méa zlepSené vlastnosti jako prodlouzenou dobu
pretrvani v t&lnich tekutinach (polo¢as), zvysenou specifickou aktivitu, zvySenou droveii exprese,
nebo je usnadnéno &isténi této spojené bilkoviny.

V uptednostnéném zt&lesnéni je IL-18BP spojena s konstantni oblasti molekuly imunoglobulinu.
S vyhodou je spojena s oblastmi t&Zkého fetdzce jako napiiklad s CH2 a CH3 doménami lidského
IgG1. Vytvafeni specifickych spojenych bilkovin, obsahujicich IL-18BP a ¢ast imunoglobulinu,
je naptiklad popsano v ptikladu 11, WO 99/09 063. Pro vytvéfeni spojenych bilkovin podle pied-
kladaného vynalezu jsou vhodné také dalsi izoformy imunoglobulinovych molekul, jako izofor-
my IgG2 nebo IgG4, nebo jiné tfidy imunoglobulinu, jako napfiklad IgM nebo IgA. Spojené
bilkoviny mohou byt monomerni nebo multimerni, hetero— nebo homomultimerni.

Interferony jsou znamé predevsim pro své inhibi¢ni G¢inky na virovou replikaci a buné€nou pro-
liferaci. Interferon gama hraje napiiklad dileZzitou roli v usnadnéni imunitnich a zanétlivych
odpovédi. Uvadi se, Ze interferon beta (IFN—{, interferon typu I), ma protizanétlivou roli. Studie,
zvefejnéné K. A. Triantaphyllopoulosem, R. Williamsem, H. Tailorem a Y. Chernakovskim;
Arthritis and Rheumatism 42, 92-99, 1999, naznaduje, Ze IFN- ma pfinosny ucinek v 1é¢bé rev-
matoidni arthritidy, jak bylo prokdzino na my$im modelu tohoto onemocnéni, modelu kolage-
nem indukované arthritidy (CIA). Tento pfinosny u¢inek IFN-fB byl potvrzen v niZze uvedenych
prikladech.
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Vynalez se také tyka pouZiti kombinace inhibitoru IL-18 a interferonu k vyrob& Ié&iva pro 16&bu
arthritidy, zejména revmatoidni arthritidy.

Interferony mohou byt ke zlepSeni stalosti bilkovin spojeny s polymery. Konjugat interferonu
beta a polyolu polyethylenglykolu (PEG) byl popsan naptiklad ve WO 99/553 77.

V jiném upfednostiiovaném zt&lesnéni tohoto vynalezu je interferonem interferon—beta (IFN-B)
a jesté lépe IFN- 1a.

Inhibitor produkce a/nebo piisobeni IL—18 se s vyhodou pouziva soubézng &i nasledns s interfe-
ronem nebo oddélené.

V jeste dalSim ztélesnéni tohoto vynélezu se inhibitor IL-18 pouZiva v kombinaci s antagonistou
TNF. Antagonist¢ TNF uplatiiuji svou aktivitu riznymi zpisoby. Za prvé se mohou antagonisté
TNF vazat na molekulu TNF samotnou nebo ji sekvestrovat s dostate&nou afinitou a specifi¢nosti
k Castecnému nebo podstatnému neutralizovani epitopu nebo epitoptit TNF, odpovédnych za vaz-
bu receptoru TNF (zde nazyvani ,,sekvestratni antagonisté“). Sekvestraénim antagonistou miiZze
byt napfiklad protilatka namifena vii¢i TNF.

Antagonisté TNF mohou alternativné inhibovat signalni drahu TNF, aktivovanou bunéénymi po-
vrchovymi receptory po navazani TNF (zde nazyvani ,,signalni antagonisté®). Obé skupiny anta-
gonistd jsou uZite¢né, bud’ samy o sob&, nebo dohromady v kombinaci s inhibitorem IL-18, pro
1é¢bu arthritidy a zv1astd revmatoidni arthritidy.

Antagonisty TNF je snadné identifikovat a stanovit rutinnim testovanim kandidéti vzhledem
k jejich u¢inku na aktivitu pfirozeného TNF v citlivych bunéénych liniich in vitro, napiiklad
lidskych butikach B, v nichz TNF vyvolava proliferaci a sekreci imunoglobulinu. Stanoveni zahr-
nuje formovéani TNF pfi riiznych nafedénich kandidata antagonistické latky, naptiklad od 0,1 do
stonasobku molarniho mnozstvi TNF, pouZitého ve stanoveni a kontroly bez p¥itomnosti TNF
nebo antagonisty (A. Tucci, H. James, R. Chicheportiche, J. Y. Bonnefoy, J. M. Dayer a R. H.
Zubler, J. Immunol. 148, 2778-2784, 1992).

Upfednostiiovanymi antagonisty TNF pro pouziti podle predklddaného vynélezu jsou sekvestrag-
ni antagonisté. Z nich jsou upfednostiiovany takové polypeptidy, které navazuji TNF s vysokou
afinitou a vykazuji nizkou imunogenost. Zv1asté upfednostiiované jsou molekuly rozpustnych
receptori TNF a neutralizaCni protilatky vici TNF. V predkladaném vynalezu jsou naptiklad
uzite¢né TNF-RI a TNF-RII. Zkracené formy téchto receptorii, obsahujici extracelularni domény
receptorti nebo jejich funkéni Gasti, jsou zvlasté uprednostiiovanymi antagonisty podle tohoto
vynalezu. Zkracené rozpustné receptory TNF typu I a typu II jsou popsiny napfiklad
v EP 914 431.

Zkrécené formy receptori TNF jsou rozpustné a byly detegovany v moéi a séru jako vazebné
bilkoviny, inhibujici TNF, o velikosti 30 000 a 40 000, které jsou nazyvany TBPI a TBPII
(H. Engelmann, D. Novick a D. Wallach; Two tumor necrosis factor-binding proteins purified
from human urine. Evidence for immunological cross—reactivity with cell surface tumor necrosis
factor receptors. J. Biol. Chem. 265, 1531-1536, 1990). Podle vynélezu se uptednostiiuje sou-
b&Zné, néasledné nebo oddélené pouziti inhibitoru IL-18 s antagonistou TNF a/nebo interferonem.

Podle vynélezu jsou TBPI a TBPII upfednostiiovanymi antagonisty TNF pro pouZiti v kombinaci
s inhibitorem IL~18. Derivéty, fragmenty, oblasti a biologicky aktivni &4sti receptorovych mole-
kul funk&né ptipominaji receptorové molekuly, které mohou byt rovn&z pouzity v pfedkladaném
vynalezu. Takovy biologicky aktivni ekvivalent nebo derivat receptorové molekuly odpovida
Casti polypeptidu, nebo sekvenci kédujici receptorovou molekulu, mé dostate¢nou velikost a je
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schopny navazovat TNF s takovou afinitou, Ze interakce s membranové vazanym receptorem
TNF je inhibovana nebo blokovana.

V daldim upfednostiiovaném ztélesnéni vynalezu je lidsky rozpustny TNF-RI (TBPI) antagonis-
tou TNF pro pouZiti podle tohoto vynélezu. Pfirodni a rekombinantni molekuly rozpustného re-
ceptoru TNF a zplsoby jejich vyroby byly popsany v evropskych patentech EP 308 378,
EP 398 327 a EP 433 900.

Inhibitor IL-18 miiZe byt pouZivan soub&zn& nebo nasledng s inhibitorem TNF, nebo odd€lené.
Vyhodng je pouzita kombinace protilatky IL—18 nebo antiséra a rozpustného receptoru TNF, ma-
jiciho aktivitu inhibujici TNF.

V dalim upfednostiiovaném ztélesnéni tohoto vyndlezu léCivo dale obsahuje inhibitor COX,
s vyhodou inhibitor COX-2. Inhibitory COX jsou v oboru zndmé. Specifické inhibitory COX~-2
jsou popsany naptiklad ve WO 01/00 229.

Vynalez se déle tyka pouziti kombinace inhibitori IL-18 a/nebo interferonii a/nebo antagonisti
TNF a/nebo inhibitort COX-2. Tato kombinace je vhodna pro 1é¢bu a/nebo prevenci arthritidy,
zejména revmatoidni arthritidy, a pro 168bu a/nebo prevenci jaterniho poskozeni a pro 1é€bu
a/nebo prevenci zanétlivého stfevniho onemocnéni, zejména Crohnovy choroby a ulcerativni
kolitidy. Aktivni slozZky mohou byt pouzity soub&zné, nasledné nebo odd€lené.

V upfednostiiovaném zt&lesnéni piedkladaného vynalezu je inhibitor IL-18 pouzit v mnoZstvi
pFiblizné 0,0001 az 10 mg/kg t&lesné hmotnosti, nebo piiblizné 0,01 az 5 mg/kg t€lesné hmot-
nosti nebo piiblizné 0,1 az 3 mg/kg télesné hmotnosti nebo pfiblizné 1 az 2 mg/kg t€lesné hmot-
nosti. V jesté dale uprednostiiovaném ztélesnéni je inhibitor IL-18 pouZit v mnoZstvi pfiblizné
0,1 az 1000 pg/kg télesné hmotnosti nebo 1 az 100 pg/kg télesné hmotnosti nebo piiblizné 10 aZ
50 pg/kg télesné hmotnosti.

Vynalez se dale tyka pouZiti expresniho vektoru, obsahujiciho sekvenci kodujici inhibitor 1L-18,
pro piipravu 1é¢iva k 16¢bé a/nebo prevenci arthritickych stavii nebo arthritidy, zejména revma-
toidni arthritidy, pro 1é&bu jaterniho poskozeni a pro lé¢bu zanétlivého stfevniho onemocnéni.
Genovy léebny piistup je tedy pouzit k 16Eb& a/nebo prevenci onemocnéni. Vyhodné bude
exprese inhibitoru IL~18 probihat mistng, in situ, ¢imz 0&inné zablokuje IL-18 piimo v tkani
(tkanich) nebo v burikach postizenych onemocnénim.

K 16¢bé a/nebo prevenci arthritidy miZe byt vektor genové lé¢by, obsahujici sekvenci inhibitoru
produkce a/nebo pisobeni IL-18, injikovan pfimo do nemocného kloubu, ¢imz se Ize vyhnout
problémim, spojenych se systematickym podavanim vektord genové Iécby, jako nafedéni vekto-
ru, nalezeni a zacileni cilovych bung&k nebo tkani a vedlejsich ucinkd.

Pouziti vektoru k indukci a/nebo zvyseni endogenni produkce inhibitoru IL-18 v buiice, normal-
né& klidné vzhledem k expresi inhibitoru IL-18, nebo exprimujici nedostateéné mnoZstvi inhibito-
ru, spadaji rovnéz do rozsahu vynalezu. Vektor miize obsahovat regulaéni sekvence, které jsou
funkéni v buitkach, jez maji exprimovat inhibitor IL—18. Takové regula¢ni sekvence mohou byt
napiiklad promotory nebo enhancery. Regulagni sekvence pak mohou byt zavedeny na spravné
misto (lokus) genomu homologni rekombinaci, ¢imZz operativné svaZzou regula¢ni sekvenci s ge-
nem, jehoZ expresi je ¥adouci indukovat nebo zvysit. Tento postup se obvykle oznaCuje jako
,.endogenni genova aktivace“ (EGA) a je popsan piiklad ve WO 91/099 55.

Odbornikovi v oboru bude ziejmé, Ze za pouziti stejného postupu je rovnéz mozné sniZit expresi
IL-18, zavedenim negativniho regulaéniho prvku, jako naptiklad uklidiiujiciho prvku do lokusu
genu IL-18, coZ vede k utlumeni nebo zabranéni exprese IL—18. Odbornikovi v oboru bude zfej-
mé, 7e takové utlumeni nebo uklidnéni exprese IL-18 ma stejny u¢inek jako pouZiti inhibitoru
IL—-18 k prevenci a/nebo 1€€bé onemocnéni.
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Vynélez se dale tyka pouziti bunék, které byly geneticky upraveny k produkci inhibitoru IL—18
pro vyrobu Ié€iva k 1é¢bé a/nebo prevenci jaterniho poskozeni, arthritidy nebo zanétlivého stiev-
niho onemocnéni.

Vynélez se dale tykd farmaceutickych prostiedki, zvlasté vhodnych k prevenci a/nebo 16¢bé
zanétlivé arthritidy, jaterniho poskozeni nebo zan&tlivého sttevniho onemocnéni, které obsahuji
lécebné (Cinné mnozstvi inhibitoru IL-18 a 1é¢ivé t¢inné mnoZstvi interferonu. Jako inhibitor
IL-18 mizZe prostfedek obsahovat inhibitory kaspazy—1, protilatky vigi IL—18, protilatky vigi
kterékoliv z podjednotek receptoru IL-18, inhibitory signalni drihy IL-18, antagonisty IL—18
kompetujici s IL-18 a blokujici receptor IL~18 a vazebné bilkoviny IL-18, izoformy, muteiny,
spojené bilkoviny, funkéni derivéty, aktivni frakce nebo ob&hové pozménéné derivaty takovych
latek, majici stejnou aktivitu. IL-18BP, jeho izoformy, muteiny, spojené bilkoviny, funk&ni deri-
vaty, aktivni frakce anebo ob&hové pozménéné derivaty, jak byly popsany vyse, jsou upfednost-
fiovanymi aktivnimi pfisadami farmaceutickych prostredki.

Interferonem, obsazenym ve farmaceutickém prosttedku, je s vyhodou IFN—f.

V jesté dalsim upfednostiiovaném ztélesnéni farmaceuticky prostfedek obsahuje 1é¢ebn& Gginna
mnoZstvi inhibitoru [L-18, voliteln€ interferon a antagonistu TNF. Antagonisty TNF mohou byt
protilatky neutralizujici aktivitu TNF, nebo rozpustné zkracené fragmenty TNF receptoru, nazy-
vané také TBPI a TBPII. Farmaceuticky prostfedek podie tohoto vynalezu miZe déle obsahovat
Jjeden nebo vice inhibitori COX, s vyhodou inhibitory COX-2.

Definice ,farmaceuticky pfijatelny“ by méla zahrnovat jakykoliv nosi¢, ktery neinterferuje
s GCinnosti biologické aktivity aktivni pfisady a ktery neni toxicky vii¢i hostiteli, kterému je
podavan. Pro parenterdlni podivani miiZe byt aktivni bilkoviny (bilkoviny) formovana napiiklad
v jednotce davkovaci formy pro injekce v prostiedi jako je solny roztok, roztok dextrézy, sérovy
albumin a Ringertv roztok.

Aktivni pfisady farmaceutického prostfedku podle tohoto vynalezu mohou byt podavany riiznymi
zpisoby. Cesty podani zahrnuji intradermalni, transdermalni (naptiklad v pomalu se uvoliiujicich
pfipravcich), intramuskularni, intraperitonealni, intraven6zni, subkuténni, oralni, epiduralni, mist-
ni a intranasélni cesty). PouZita miize byt i jakékoliv jind 1é8ebné G&inna cesta podani, napiiklad
absorpce epitelidlni nebo endotelidlni tkani nebo genovou 1é&bou, kdy se pacientovi podava
(naptiklad prostednictvim vektoru), molekula DNA, kédujici aktivni &inidlo, vyvolavajici expre-
si a sekreci aktivniho Cinidla in vivo. Kromé toho miZe byt bilkovina (bilkoviny) podle vynalezu
podavana spole¢n€ s jinymi slozkami biologicky aktivnich &inidel, jako farmaceuticky pfijatel-
nych povrchové aktivnich latek, pomocnych latek, nosi¢d, fedidel a vehikul.

Pro parenterdlni (naptiklad intravenozni, subkutanni, intramuskularni) podéni maze byt aktivni
bilkovina (bilkoviny) formovéna jako roztok, suspenze, emulze nebo lyofilizovany prasek ve
spojeni s farmaceuticky pfijatelnym parenteralnim vehikulem (naptiklad vodou, solnym rozto-
kem, roztokem dextrézy a ptidavnymi latkami, které udrzuji izotoni¢nost (naptiklad mannitol)
nebo chemickou stalost (konzervacnimi litkami a pufry)). Prostfedek se sterilizuje b&n& pouzi-
vanymi postupy.

Biologicka dostupnost aktivni bilkoviny (bilkovin) podle tohoto vynilezu miize byt zlepsena
konjugaénimi postupy, které zvy3uji polotas molekuly v lidském té&le, napfiklad navazanim
molekuly na polyethylenglykol, jak je popsano v PCT patentové p¥ihlaice WO 92/13 095.

Lécebne (€innd mnoZstvi aktivni bilkoviny (bilkovin) budou funkci mnoha promé&nnych, véetn
typu antagonisty, afinity antagonisty vzhledem k IL—18, jakékoliv zbytkové cytotoxické aktivity
vykazované antagonisty cesty podavani, klinického stavu pacienta, véetné pozadavku udrZeni
netoxické hladiny endogenni aktivity IL-18.
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,Lécebn& G&inné mnozstvi“ je takové, ze pfi jeho podani inhibitor IL-18 vyvolava inhibici
biologické aktivity IL—18. Davka podéavana, at’ v jedné nebo vice davkach, lé¢enému jednotlivci,
se bude ménit v zavislosti na riznych faktorech, zahmujicich farmakokinetické vlastnosti inhi-
bitoru IL—~18, cestu podavani, stav pacienta a jeho charakteristiky (pohlavi, vék, télesna hmotnost,
zdravotni stav, tloustka), rozsah p¥iznaki, probihajici 1é¢bu, Cetnost 1é¢by a pozadovany Gcinek.
Pfiprava a manipulace se stanovenym rozmezim davek je zcela ve zpiisobilosti odbornika, stejné
jako in vitro a in vivo zplsoby stanoveni inhibice IL-18 u lé¢eného jedince.

Podle vynalezu se inhibitor IL-18 pouziva v mnoZzstvi pfiblizné 0,0001 az 10 mg/kg télesne
hmotnosti, nebo ptiblizné 0,01 az 5 mg/kg t€lesné hmotnosti nebo pfiblizné 0,1 az 3 mg/kg teles-
né hmotnosti nebo piiblizng 1 az 2 mg/kg télesné hmotnosti. V jesté dale upfednostiovaném zté-
lesn&ni je inhibitor IL-18 pouzit v mnoZstvi pfiblizng 0,1 az 1000 ug/kg télesné hmotnosti nebo
1 a2 100 pg/kg télesné hmotnosti nebo pfiblizné 10 az 50 pg/kg t€lesné hmotnosti.

Cestou podani, ktera je upfednosttiovana podle vynélezu, je podani subkutannim zpisobem. Dale
je upfednostiiovanym zpisobem podle vynalezu také podanim intramuskularni.

V dalSich upfednostiiovanych ztélesnénich se inhibitor IL-18 podava denné nebo kazdy druhy
den.

Denni davky jsou obvykle podavany rozd&leny na &asti nebo ve formé prodlouzeného uvoliiova-
ni, G&inné k ziskani pozadovanych vysledkii. Druhé nebo nasledné podavani miize byt provadéno
ve stejném, mensim nebo vét§im dévkovani nez byla pivodni ¢i pfedchozi poddvana davka.
Druhé nebo nasledné podavani miiZe byt podavano béhem nastupu nebo pied nastupem onemoc-
néni.

Inhibitor IL-18 muze byt podle vynilezu podavan 1é¢enému jedinci profylakticky nebo lé€ebné
(terapeuticky) pred dal$im lé&ebnym rezimem nebo ¢inidlem, soub&zné s nim nebo nasledné
s dal3im lé&ebnym reZimem nebo &inidlem (napfiklad u viceCetnych lékovych rezimi), v léCebné
(i¢inném mnoZstvi, zejména s interferonem a/nebo antagonistou TNF a/nebo inhibitorem COX.
Aktivni &inidla, ktera jsou poddvana soub&Zng s jinymi lé¢ebnymi Cinidly, mohou byt podavana
ve stejnych nebo v odlisnych prostfedcich.

Vynalez se dale tyka zpisobu vyroby farmaceutického prostfedku, ktery zahrnuje smiseni u¢in-

ného mnozstvi inhibitoru IL-18 a/nebo interferonu a/nebo antagonisty TNF a/nebo inhibitoru
COX s farmaceuticky pfijatelnym nosic¢em.

Po uvedeni popisu vynilezu bude nyni vynalez snaze srozumitelny s odkazem na nasledujici pfi-

klady, které jsou poskytnuty pouze k oziejméni a nejsou zamysleny jako omezujici predkladany
vynalez.

Piiklady provedeni vyndlezu

Cast 1: priklady 1 az 8, tykajici se pouziti inhibitori IL-18 pfi jaternim poSkozen.

Ptiklad 1: Produkce IL-18BP-His tagu

Vytisténa rekombinantni lidska IL—18BP, obsahujici His—tag (r-hIL~18BP-His tag, oznaCeni)
byla produkovana v buiikich CHO (vaje¢nikové buiiky ¢inského kie¢ka). Produkce rekombinant-
nich bilkovin v eukaryotickych buiikich je odbornikovi v oboru znama. Pro konstrukei vhodnych
vektort, nesoucich DNA, kodujici IL-18BP a vhodnych pro transfekci eukaryotickych bunék
k produkci rekombinantni IL-18BP jsou dostupné dobfe zndmé metody. Pro expresi v burikach

-26-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 304485 B6

se DNA, kodujici IL-18BP (viz napiiklad Novick se spoluautory, 1999), kréji a prochézi inserci
do expresnich vektorii, vhodnych pro transfekci bungk. Jinou moznosti je pfiprava takové DNA
pomoci PCR s vhodnymi pozitivnimi a negativnimi (sense— a antisense—) primery. Vysledné kon-
strukty cDNA jsou potom vlozeny do vhodné konstruovanych eukaryotickych expresnich vektorti
postupy dobfe zndmymi v oboru (T. Maniatis, ,,Cell Biology: A Comprehensive Treatise, dil 3:
Gene Expression®, Academic Press, NY, 563608, 1980). Rekombinantni bilkovina byla vy¢isté-
na do vice nez 95% Cistoty a bylo zjisténo, Ze je biologicky aktivni v podminkch in vitro
i in vivo s vysokou afinitou k svému ligandu.

Pfiklad 2: Ochranny ¢inek IL-18BP viigi endotoxinem indukovanému timrti v my$im modelu

Mysi model byl pouZit k testu, zda IL-18BP, inhibitor IL—18, dokaZe ochranit mysi vii&i vysoké
davce lipopolysachariddi (LPS). LPS vyvolava akutni jaterni poskozeni s naslednym rychlym
umrtim mysi.

4 mg/kg rekombinantni lidské IL-18BP (rhIL—18BP-his) obsahujici histidinovou znacku, his—
tag, (ziskané rekombinantni produkci bilkoviny) byly injikovany intraperitone4ln& mysim kmene
C57BL/6. O jednu hodinu pozdéji bylo mysim injikovano 60 mg/kg LPS (smrtelna davka). PreZi-
ti mysi bylo srovnéni se skupinou zvifat, ktera obdrzela pouze samotny LPC (Zadny IL—18BP).

P&t ze 7 mysi po injikaci rhIL-18BP-his piezilo injikaci LPS, na rozdil od kontrolni skupiny,
v niZ veSkera zvifata uhynula béhem 3 dnf.

Krevni vzorky byly odebrany 5 hodin po injikaci LPS v pfitomnosti nebo neptitomnosti zvyse-
nych davek rhIL-18BP-his a byly analyzovany testem ELISA vzhledem k obihajicimu IFN—y
(obr. 1). Davky 0,4 a 4 mg/kg rhIL-18BP indukovaly dvojndsobné snizeni IFN—y v séru. Tato
inhibice nebyla pfitomna pfi niz3ich davkach rhIL-18BP (0,004 a 0,4 mg/kg).

Pfiklad 3: IL-18BP ma ochranny t¢inek viigi jaternimu poskozeni u my$iho modelu onemocnéni.

Mysi model fulminantni (prudce vzplanuvsi) hepatitidy byl pouZit v testovani u&inku IL—18BP.
U mysi se rozviji akutni jaterni poskozeni, pokud jsou vystaveny naslednému podani Propioni-
bacterium acnes (P. acnes) a lipopolysacharidu (LPS).

Mysim kmene C57BL/6, senzitizovanych LPS, byly nasledn& injikovany rostouci davky rhIL—
18BP-his (4; 0,4; 0,004; 0 mg/kg) v riznych asech (1 hodina, 20 minut, sou¢asn&). Pokud byl
rhIL-18BP-his podévan i.p. ve stejnou dobu jako LPS, 74dna z my$i nepfezila a hladiny IFN—y
a TNF-a v ob&hu byly nezménéné. Piekvapivé viak rhIL-18BP (4 a 0,4 mg/kg) indukovala 70%
sniZzeni alaniaminotransferazy (markeru jaterniho poskozeni) v obéhu, jak je zndzorn&no na
obr. 2.

Kromé toho bylo sledovéano preZiti mysi (obr. 3): pokud byla rhIL-18BP podana i.p. 20 minut
pied LPS, potom 2 nejvyssi davky IL-18BP (4 a 0,4 mg/kg) oddalily uhynuti mysi o 10 hodin ve
srovnani se zvifaty kontrolni skupiny, ktera misto IL—18BP obdrZela NaCl.

Vysledky méfeni sérovych hladin IFN-y jsou zndzomény na obr. 4. thIL-18BP (4 mg/kg) inhi-
bovala z 90 % hladiny IFN—y v ob&hu a z 80 % alaninaminotransferdzu v ob&hu (neni znazorng-
no).

Pokud byla rhIL-18BP-his podana 1 hodinu pted LPS, byly kivky pieziti a hladiny IFN—y

v obéhu podobné témto kiivkdm, ziskanym pii podani rhIL—18BP—his 20 minut pred LPS, ale
hladiny alaninaminotransferazy v ob&hu nebyly ovlivnény (neni znazornéno).
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Kromé toho byla tkafi mySich jater analyzovana hematoxilin—eosinovym barvenim a tunelovou
mikroskopii. Jatra my3i, u nichZ byla pfedem indukovéna t€zka hepatitida, vykazovala zavazné
nekrézy ve srovnani s normalni jaterni tkani. Jaterni tkaii mysi ovlivnénych IL—18BP naproti
tomu vykazovala vyznamné& mensi nekroticka loZiska, nez tomu bylo u neovlivnénych mysi.

Piiklad 4: Protilatky vG&i IL-18 chrani proti smrtelné endotoxemii

Pro zji§téni, zda by blokada IL—18 pomoci protilatek vii¢i IL-18 mohla chranit my3i vigi smrtel-
nym davkam bakteridlnich lipopolysacharidii, byly my3im C57BL/6]J nejprve injikovany neutrali-
zaéni krali¢i anti-mysi IL-18 protilatky (polyklonalni), nebo normalni krali¢i sérum (NDS) jako
kontrola. 30 minut po podani protilatek byly injikovany smrtelné davky LPS, ziskaného bud’
z E. coli (obr. 5A), nebo S. thyphimurium (obr. 5B). Pokus zahrnoval 10 aZ 12 mysi na skupinu
a byl proveden 2x pfi dvou riiznych ptilezitostech.

Jak je znazornéno na obr. 5A, ovlivnéni mysi anti—IL—18 antisérem zabratiovalo mortalit€ indu-
kované 40 mg/kg LPS z E. coli. 100 % mysi prezilo po plisobeni anti IL-18, zatimco u mysi,
ovlivnénych normélnim krali¢im sérem, pfeZilo pouze 10 % zvitat (p < 0,005).

Obr. 5B ukazuje, e mysi ovlivnéné protilatkami, byly rovnéz chranény vii¢i smrtelnym uginkim
S. typhimurium (pieziti: 50 % vici 0 %; p < 0,005).

P¥iklad 5: Blokada IL—18 a TNF—a chrani mysi vi¢i ConA— a PEA—indukované hepatotoxicité

Ke stanoveni role IL-18 a TNF—o v jaternim po3kozeni byly pouzity 2 experimentalni modely
hepatotoxicity. Injikace Concanavalinu A (ConA) a Pseudomonas aeruginosa (PEA) mySim
indukovaly v obou ptipadech jaterni poskozeni a jsou modely hepatitidy zprostfedkované buiika-
mi T.

Mysi C57BL/6J byly pfedem ovlivnény anti—IL—18 antisérem nebo rozpustnym TNF-o recepto-
rem, TNFsRp55. Jako indikétory jaterniho poskozeni byly méfeny sérové hladiny alaninamino-
transferazy (ALT), obr. 6.

Jak je znazornéno na obr. 6A, jak anti—IL—18 antisérum, tak i rozpustné TNF-receptory vyznam-
né snizily sérové hladiny ALT, indukované Con A ve srovnani s kontrolni injikaci samotn¢ho
vehikula (apyrogenniho fyziologického roztoku). Spole¢né podani rozpustnych TNF-receptori
a anti-IL—18 antiséra vedlo k uplné inhibici jaterniho poskozeni, indukovaného Con A.

Jak je znazornéno na obr. 6B, u mysi, jimZ bylo injikovano PEA vyvolala neutralizace bud’ inhi-
bitory TNF—a., nebo anti—IL—18 protilatkami 93 a 83% inhibici sérovych hladin ALT. Kombino-
vana blokada pisobenim obou vyvolala 99% ochranu.

Piklad 6: Hladiny IL—18-vazebné bilkoviny v séru jsou zvy$ené u pacientii s chronickym jater-
nim onemocnénim

Hladiny IL-18BP v plazm& byly méfeny u 133 pacienti s chronickym jaternim onemocnénim
(CLD) riizného piivodu a u 31 zdravé kontroly specifickym testem ELISA, za pouziti IL-18BP
monoklonalnich protilatek.

Hladiny IL-18BP v plazmé byly vyznamné& vy3si u CLD pacientii (12,91 + 0,89 ng/ml; primér +
SEM) nez u zdravych subjektd (4,96 + 0,43 ng/ml, p < 0,001). Pacienti s cirhozou méli vyznam-
n& vyssi hladiny neZz pacienti s necirhotickym CLD (19,23 + 1,28 ng/ml, n =67, oproti 6,49 +
0,51 ng/ml, n = 66, p < 0,001). Pacienti se stadiem B podle Child—Pughovy klasifikace m&li vy3si
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hladiny IL-18BP neZ ti, se stadiem A (22,48 + 2,44 ng/ml oproti 9,57 1,25 ng/ml, p < 0,001).
Nebyl zde oviem Zidny vyznamny rozdil mezi stadiem B a C (22,48 + 2,44 ng/ml oproti 20,62 +
4,75 ng/ml, p = 0,7). Hladiny IL-18BP v plazm¢& pozitivn& korelovaly s GOT, rychlosti sedimen-
tace bilirubinu a erytrocytii. Negativni korelace byla nalezena v ptipadé doby prothrombinu.

Lze uzavfit, Ze vysledky prokézaly zvyseni hladin IL-18BP v plazmé u CLD a jejich souvztaz-
nost se zavaznosti onemocnéni nezdvisle na etiologii onemocnéni. A&koli jde o endogenniho
antagonistu prozanétlivého IL~18, zvySené hladiny IL-18BP se nezdaly byt dostatetné k paraly-
zovani zdrcujicich prozanétlivych mediatord pri CLD.

Ptiklad 7: Inhibice alkoholické hepatitidy pisobenim IL—18BP

4 skupiny potkanl albinii (5 zvifat na skupinu) byly krmeny ethanolem a dietou, obsahujici kuku-
finy olej, pomoci zaludecni infuze po dobu 4 tydnii. U kontrolnich zvitat dextréza isokaloricky
nahradila ethanol. Zvifatim byla denné injikovana mysi IL-18BP (1 mg/kg), nebo fyziologicky
roztok. Jaterni fezy byly podrobeny patologické analyze a v séru byly méteny hodnoty jaternich
enzymi, TNF-a, Fas-ligandu a IFN-y. Nekrotické zanétlivé poskozeni a exprese jaternich
enzymi, IFN-y, Fas-ligandu a IFN-y byly pozorovany u zvifat, jimz byl po podani ethanolu
injikovan fyziologicky roztok.

Zvitata, jimz byla injikovana mysi IL-18BP, byla chranéna viidi nekrotickému zané&tlivému
poskozeni a hladiny jaternich enzymi, TNF—o, Fas-ligandu a IFN-y byly vyznamn& sniZeny
(> 90 %).

Ptiklad 8: Inhibice concanavalinem A indukované hepatitidy pomoci IL—18BP

Mysim Balb/C byla injikovana mysi IL-18BP (1 mg/kg) nebo fysiologicky roztok a 2 hodiny
poté 12 mg/kg concanavalinu A (Con A); aplikace IL-18BP byla opakovana denné. Jaterni po-
Skozeni bylo hodnoceno stanovenim sérovych hladin jaternich enzymi, TNF-a, Fas—ligandu
a IFN—y. Hepaticka histopatologie je hodnocena ve srovnani se zvitaty, ovlivnénymi pouze noc-
canavalinem A.

Pfedchozi ovlivnéni IL~18BP vyznamné sniZuje sérové hladiny jaternich enzymi a TNF-a
a v histopatologickém hodnoceni nejsou ve srovnéani s kontrolnimi zvifaty, ovlivnénymi Con A,
Znamky zanétu.

Cast II: ptiklady 9 a 10, tykajici se pouziti inhibitoru IL—18 pfi arthritidg.

Piklad 9: Produkce IL-18BP-his tagu (znacky)

K pokusu, popsanému podrobng niZe v pfikladu 10, byla rekombinantni lidské IL—18BP, obsahu-
Jici histidinovou znacku (his-tag) Sesti zbytki (r—hIL—18BP-His tag), produkovana v CHO buii-
kach a byla vycisténa tak, jak je popsano Kimem se spoluautory, 2000. Rekombinantni bilkovina
byla vy€iSténa do vice nez 95% Sistoty a bylo ovéfeno, e je biologicky aktivni in vitro a in vivo
s vysokou afinitou k svému ligandu.

Produkce rekombinantnich bilkovin v jinych eukaryotickych systémech, se znatkami (tagy),
usnadiiujicimi CiSténi rekombinantnich bilkovin nebo bez nich, je odbornikiim v oboru znédma.
Dobfe zndmé metody jsou dostupné pro konstrukci vhodnych vektort, nesoucich DNA, kterd
koduje IL-18BP a vhodnych pro transfekci eukaryotickych bunék k produkovani rekombinantni
IL-18BP. Pro expresi v buiikach je DNA, kédujici IL~18BP (viz naptiklad Novick se spoluauto-
ry, 1999) vyfiznuta z klonovaciho vektoru a vloZena do expresnich vektorii, vhodnych k transfek-
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ci bunék. Alternativné miize byt takova DNA ptipravena pomoci PCR s vhodnymi pozitivnimi
a negativnimi primery. Vysledné cDNA konstrukty jsou potom vloZeny do vhodné konstruova-
nych eukaryotickych expresnich vektord postupy znamymi v oboru (Maniatis se spoluautory,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1982).

Piiklad 10: Blokada endogenniho IL—18 u mysiho modelu arthritidy
Metody
Indukce kolagenem indukované arthritidy (CIA)

CIA byla indikovana u mySich samci DBA/1 (8 az 12 tydni starych) imunizaci hovézim pfirod-
nim kolagenem typu II (CII), jak bylo dfive popsano (C. Plater—Zyber, JY. Bonnefoy, Marked
amelioration of established collagen induced arthritis by treatment with antibodies to CD23 in
vivo. Nat. Med. 1, 781-785, 1995). Po¢inaje dnem 25 po imunizaci CII byly my3i denné testova-
ny vzhledem k nastupu onemocnéni.

Lécba pomoci rhIL—18BP—6his

Lé&ba DBA/1 imunizovanych pomoci CII byla zah4jena pfi prvnim vyskytu klinickych znamek
onemocnéni. K neutralizovani endogenniho IL-18 u kolagenem ovlivnénych mysi byla pouZita
rekombinantni, lidska IL-18BP, obsahujici tag (znacku) Sesti histidinti (rh-IL-18BP 6his). Znac-
ka rh-IL—18BP 6his byla injikovana denné po dobu 7 dni v péti riznych koncentracich 10, 3, 1,
0,5 a 0,25 mg/kg intraperitonealng. Kontrolni mysi ve skupiné placeba dostavaly pouze vehiku-
lum (0,9% NaCl).

Hodnoceni vyvoje onemocnéni
Klinické stanoveni (klinické hodnoceni)

Poginaje prvnim projevem klinickych p¥iznakd byly mysi kazdy den testovany osobou, nesezna-
menou s 1é¢bou (naslepo). Kazda kongetina byla znamkovana vzhledem k zavaZnosti onemocné-
ni (hodnoceni 0 az 3,5, maximélni hodnoceni = 14/my$). Vyvoj otoku (zinétu) byl méfen na
prvni tlapce, ktera vykazala znamky onemocnéni, za pouziti pfesnych méfitek (Proctest 2T,
Kroeplin Langenmessttechnik). Vyvoj onemocnéni byl hodnocen denné po dobu 8 dni od jeho
nastupu a po uplynuti této doby byly vSechny mysi usmrceny a tlapky byly shromaZdény pro
histopatologické hodnoceni.

Histologické hodnoceni erozi chrupavky a mikroskopického zanétu.

Po ukonéeni pokust, tj. v den 8 po néastupu onemocnéni, byly mysi usmrceny a tlapka, na niZ se
vyvinuly prvni znamky onemocnéni, byla odiiata. Klouby byly fixovany, odvapnény a obaleny
parafinem. Byly ptipraveny standardni fezy (5 az 7 um) kloubii a barveny hematoxilin/eosin/Sa-
franinem O. Kazdy kloub byl znamkovan dvéma hodnoticimi, nesezndmenymi s protokolem lé¢-
by (bez destrukce chrupavky nebo kosti = 0; umisténé eroze chrupavky = 1 az 2; rozSifengjsi ero-
ze = 3; obecna destrukce chrupavky a pitomnost kostnich erozi = 4). Kone¢na znamka kazdé
mysi byla primérem vysledkd ze viech znamkovanych kloubi. Mikroskopicky zanét nebo syno-
vitida byly zndmkovény od 0 do 4 nasledujicim zpisobem: bez zéanétu = 0; slabé ztlusténi vrstvy
vystelky a/nebo maly polet infiltrovanych bungk ve vrstvé pod vystelkou = 1 az 2; ztlusténi
vrstvy vystelky a/nebo siln&jsi influx bungk ve vrstvé pod vystelkou = 3; pfitomnost bunék v sy-
novialnim prostoru a synovium vysoce infiltrovano mnoha butikami zanétu = 4.
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Stanoveni protilatek viici kolagenu

Protilatky vii¢i hovézimu kolagenu typu II byly uréovany za pouZiti enzymového imunosorb&ni-
ho stanoveni (ELISA). Méfeny byly titry IgG1 a IgG2a. V kratkosti, desticky byly povlegeny
10 pg hovéziho kolagenu a poté byla nespecificka vazebna mista blokovana 0,1 mol x 1! ethanol-
aminem (Sigma). Pfiddna byla sériova zfedéni 1:2 séra a nasledovala inkubace s isotypové
specifickou kozi anti-mysi peroxiddzou (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, AL,
USA) a substratem (kyselina 5-aminosalicylova, Sigma). Destitky byly odegitany pii vinové
délce 492 nm. Titry byly vyjadieny jako primér + SD (smérodatna odchylka) zfedéni, coz posky-
tuje polo—maximalni hodnotu.

Stanoveni IL.—-6

Hladiny IL-6 byly stanoveny komerénim testem ELISA (R&D systems, Minneapolis, MN,
UAS). Biologicka aktivita IL-6 byla stanovovana v proliferativnim stanoveni za pouziti bun¢k
B9. V kritkosti, 5 x 10° bun&k B9 v 200 ul 5% média FCS-RPMI 1640 na jamku bylo kultivova-
no v mikrotitrani desti¢ce s kulatymi dny a inkubovéno po dobu 3 dnii za pouiti lidského re-
kombinantniho IL-6 (R&D systems, Minneapolis, MN, USA) jako standardy. Na konci inkubace
bylo pfidano 0,5 uCi *[H]thymidinu (NEN-Dupont, Boston, MA, USA) na jamku. Po 3 hodinach
byly buiiky shromazdény a byla stanovena inkorporace thymidinu. Limit detekce pro biologické
stanoveni IL—6 byl jeden pg/ml.

Statisticka analyza

Vyznamnost rozdili byla stanovena pomoci Mann Whitneyova testu za pouZiti programu statis-
tické analyzy SigmaStat a programu GraphPad Prism.

Vysledky

Mysi experimentalni model, CIA (kolagenem indukovana arthritida), byl pouzit pro hodnoceni
u¢innosti IL-18BP jako ¢inidla k 16¢bé arthritidy. Podani kolagenu a nekompletniho Freundova
adjuvans indukovalo u my3i DBA/1 vyvoj erozivni, zénétlivé arthritidy a predstavuje idelni
prileZitost k vyuziti lé¢ebného potencialu IL-18BP. Endogenni IL—18 byl neutralizovan pouZitim
IL-18BP a stanoven byl i¢inek na rizné patologické parametry.

Provedena byla studie zavislosti na davce. Tfi skupiny my$i DBA/1 s kolagenem indukovanou
arthritidou byly 1é¢ebné ovlivnény (tj. po néstupu onemocnéni) péti ddvkami IL~18BP, podava-
nymi intraperitonealng. Pi prvni klinické zndmce onemocnéni byla podana IL—18BP v koncent-
racich 10, 3, 1, 0,5 nebo 0,25 mg/kg. Jako kontrolni latka byla pouzita injikace fyziologického
roztoku (chloridu sodného). Kromé& toho bylo zpiisobem i.p. podano 10 000 IU interferonu beta
(IFN-B) ke zhodnoceni &inku interferonu v tomto experimentalnim modelu arthritidy. Uginek
na zivaznost onemocnéni byl sledovan denné vizualnim zndmkovanim kazdé jednotlivé tlapky,
Jak bylo popséno vyse. Mysi byly usmrceny v den 8 v nastupu onemocnéni.

Meéfeny byly nasledujici hodnoty:

— vizuélni klinické znamkovani (0 az 3,5/tlapku) (obr. 7A a B)

— otok kloubu (v mm, méfeno posuvnym méfitkem), prvni tlapky s projevy nemoci za predpo-
kladu, Ze to byla zadni tlapka (obr. 8)

— pocet tlapek postizenych onemocnénim (obr. 9)
— znamkovani eroze prvni tlapky s projevy nemoci (destrukce chrupavky 0 aZ 4, obr. 10)
— histopatologicka analyza prvni tlapky s ptiznaky arthritidy (obr. 11)
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— hladiny protilatek vi¢i kolagenu typu II (obr. 12)
— hladiny IL—6 (obr. 13)

Klinicka zavaznost onemocnéni

Jak je znazornéno na obr. 7A a B, klinicka zavaznost onemocnéni byla vyznamné€ sniZena ve sku-
pinach, 1é¢enych pomoci rhIL-18BP v davce 1 mg/ml (p <0,001) a 0,5 mg/ml (0,01 <p <0,05).
Mysi, které obdrzely malou davku rhIL-18BP (0,25 mg/kg) nebo vysokou davku 10 mg/kg, mély
klinické znamkovani podobné jako skupina placeba. Davka 1 mg/kg IL-18BP méla pfiblizn&
stejny Gi¢inek jako interferon—beta (oznaceny na obrazku 7A jako IFNb).

Zanét kloubu a opuchnuti tlapky (otok)

Makroskopicky zanét (opuchnuti) byl studovan métenim otoku tlapky od dne 1 po nastupu one-
mocnéni do dne 8, konce pokusu. Vysledky jsou zndzornény na obr. 8 A a B. Utinné davky IL—
18BP byly 1, 3 a 10 mg/kg. Podani niZ8ich davek nevykazovalo piinosny ucinek na opuchnuti
tlapek. Jak je zndzorn&no na obr. 8A a 8B, pfinosny uinek na opuchnuti tlapek vykézal interfe-
ron-beta (IFN) v koncentraci 10 000 IU.

Mikroskopicka synovitida byla testovana po skonéeni pokusu v histopatologickych fezech a byla
vyjadiena jako znamkovani (,,znamkovani synovitidy*). Vysledky zanétu (opuchnuti) a znamko-
vé synovitidy jsou shrnuty v tabulce 1. Zatimco lé¢ba rhIL-18BP v davkach 1 a 3 mg/kg vyvola-
la smé&fovani k redukci opuchnuti, 1é¢ba jakoukoliv davkou IL—18BP méla pouze omezeny uci-
nek na zanétlivou synovitidu (tabulka 1).

Tabulka 1: uCinek 1é¢by IL—18BP na kloubni zanét

Lécba Opuchnuti Znamkovani synovitidy
(AUC, prumértSEM) | (pramér £ SEM)

rhiL-18BP-6his:

3 mg/kg 1,65 + 0,64 2,17+ 0,5
1 mg/kg 1,53 £ 0,60 1,98 £ 0,4
0,5 mg/kg 3,38 £ 0,70 1,92 £ 0,5
0,25 mg/kg 3,06 £ 0,90 2,08+0,5
placebo 3,11 £ 0,77 2,23+0,3

AUC = plocha pod kfivkou

Obr. 9 ukazuje, ze polet tlapek, postizenych onemocnénim, byl snizen po podani IL-18BP.
Zejména 1é¢ebné injikace IL-18BP v davkach 1 a 0,5 mg/kg snizily pocet tlapek postizenych
onemocnénim, coz prokazuje, Ze blokada IL-18 in vivo zastavuje rozsifovani arthritidy na dalSi
klouby. Lé¢ba davkou 1 a 0,5 mg/kg IL-18BP se dokonce zda byt schopnou navratit nékteré
arthritické klouby k normalnimu stavu.
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Ochrana vidi kloubni destrukci

Lécba mysi pomoci rhIL-18BP vyvolala ochranu kloubi viiéi destrukei (obr. 10). Semikvantita-
tivni zndmkovaci systém prokazal, Ze kostni eroze vykazala davkové zavisly ochranny u¢&inek,
ktery byl vyznamny pfi davkach 10 a 3 mg/kg (p < 0,05, obr. 10). Mysi, dostavajici rhIL—18BP
v davee 1 mg/kg, prokazovaly mensi erozi nez mysi, jimz bylo podavano pouze vehikulum. Pfi
davkach 0,5 a 0,25 mg/kg nebyla Z4dna ochrana pozorovana. Je zajimavé, Ze u¢inek IL—18BP na
kloubni ochranu byl pfi davkach 3 a 10 mg/kg srovnatelny nebo dokonce vyrazn&jsi nez pfinosny
ucinek interferonu—beta a v davce 10 000 TU.

Obr. 11 znézorfiuje histologii zdravého (A) a onemocnénim postiZzeného (B) kloubu ve srovnani
s kloubem, ziskanym od zvifete, 1é¢eného pomoci IL-18BP (C). Na konci pokusu byly odebrany
fezy z té€ch tlapek, na nichZ se nejdtive vyvinula arthritida.

Kloub arthritické mysi vykazal zavaznou destruktivni arthritidu s Gbytkem chrupavky, erozemi
a mnoZstvim infiltrovanych bunék v zanétlivém synoviu. Kloub mysi 1é¢ené pomoci rhIL-18BP
vykazoval téméf normalni chrupavku navzdory pfitomnosti zénétlivych bunék v synovialnim
prostoru. Projevilo se zde nejen vét§i mnoZstvi chrupavky, ale chrupavka méla rovnéz hladsi
vzhled.

Lécba anti—IL-18 moduluje hladiny protilatek vi¢i kolagenu typu II.

Mysi sCIA mély v ob&hu zvysené hladiny IgG1 a IgG2a protildtek vii¢i kolagenu typu II. Proti-
latky isotypu IgG1 jsou spojeny s onemocné&nimi, zprostfedkovanymi buitkami Th 2, zatimco
protilatky isotypu IgG2a a IgG2b jsou spojeny s onemocnénimi, zprostiedkovanymi butikami Th
1.

Isotypy protilatek IgG1 a IgG2a vii€i kolagenu typu II (CII) byly stanoveny v séru zvifat, ktera
byla lé€ena pomoci IL-18BP (obr. 12). Hladiny isotypd IgG1 a IgG2 viéi CII byly 1é&bou IL—
18BP nevyznamné modifikovany v den 4 nebo 8 (D4, D8) klinického onemocnéni. Oviem po
8 dnech lé¢by pomoci rhIL-18BP bylo pfi davkach 1 a 3 mg/kg pozorovéano 2,6 a 3,4 nisobné
sniZeni kolagenn& specifickych poméri 1gG1/IgG2a. Obr. 12 znéazoriluje pokus, pfi némz bylo
pouzito davky 3 mg/kg. V podstaté stejné vysledky byl ziskdny za pouziti IL-18BP v mnoZstvi
1 mg/kg. SniZeny pomér 1gG1/1gG2a anti~CII protilatek ukazuje na sniZzenou koncentraci proti-
latek isotypu IgG2a vii¢i kolagenu typu II a zvySenou koncentraci protilatek isotypu IgG1 vii
kolagenu typu II, coz ukazuje, Ze u tohoto modelu arthritidy dochazi k posunu smérem k one-
mocnéni zprostfedkovanému buiikami Th 2.

SniZeni hladin IL—6 po neutralizaci IL—18

K porozuméni ucinku blokady IL-18 byly méfeny hladiny IL—6 v sérech zvitat, lé&enych IL—
18BP. Obr. 13 ukazuje, Ze hladiny biologicky aktivniho IL-6 byly vyznamné sniZeny u zvifat,
kterd byla 1é¢ena pomoci IL-18BP, a to v pfipadé vSech sledovanych davek; tj. pti podani 1, 3
a 10 mg/kg, stejn€ jako po podani interferonu—beta (IFNPB). Imunoaktivni hladiny IL—6, mé&ené
v sérech zvifat, 1é¢enych rhIL-18BP v dévce 3 mg/kg, byly vyznamné sniZeny (p < 0,0023) ve
srovnani se zvifaty, kterd obdrZela pouze fyziologicky roztok. Hladiny IL—6 v séru nemocnych
zvifat, léCenych IL-18BP v davkach 1,3 nebo 10 mg/kg, nebo davkou 10 000 IU interferonu—
beta, byly podobné normalnimu mysimu séru (NMS), ziskanému od zdravych zvifat, to jest od
zvitat, ktera neonemocnéla zanétlivou chorobou.

Tato zjidténi ukazuji, ze IL-18 ¥idi hladiny IL—6 b&hem nastupu onemocnéni. Vzhledem k tomu,

Ze IL-16 je markerem zanétu, tato zjisténi prokazuji, ze 1étba nemocnych mysi pomoci IL—18BP
sniZuje u zvifat zanét.
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Z vyse uvedenych pokusi je mozné ucinit nasledujici zaveéry:

— podani IL-18BP snizuje klinickou zavaznost arthritidy

— IL—-18BP inhibuje dal3i rozvoj nebo rozsifeni onemocnéni
— podani IL-18BP snizuje otok

— podani IL-18BP sniZuje poskozeni chrupavky

— hladiny IL—6 v séru jsou po 1é&bé& pomoci IL-18BP snizeny a poméry protilatek vuci CII
IgG1/1gG2a klesaji

Vyse uvedené tdaje ukazuji, Ze neutralizace biologické aktivity IL-18 po néstupu onemocnéni
piedstavuje protirevmatickou 16&bu modifikujici onemocnéni. Vysledky jasné prokazuji, Ze blo-
kada IL~18 snizuje klinicky vyvoj arthritidy a, coZ je dileZit&jsi, zastavuje rozvoj destrukce chru-
pavky a kosti. Blokada IL—18 prostfednictvim IL—18BP, anti-IL—18 protilatek nebo prostfednict-
vim kteréhokoliv jiného &inidla, blokujiciho IL—18, tedy pfedstavuje novou protirevmatickou 1é¢-

bu, modifikujici onemocnéni.

Predchazejici popis specifickych ztélesnéni ukazuje obecnou povahu vyndlezu, takze ostatni
mohou, za pouziti b&nych znalosti, snadno modifikovat a/nebo adaptovat specificka zt€lesnéni
pro riizna pouZiti, aniz by byl pfekroden zakladni koncept. Proto by takové zmény a modifikace
mély byt a jsou zamysleny jako odpovidajici vyznéni a rozmezi popsanych ztélesnéni. Je zfejmé,
7e frazeologie a terminologie, které jsou zde pouzity, slouZi pro icely popisu a nemaji byt jeho
omezenim.

Cast III: ptiklady 11 a 12, tykajici se zanétlivého stfevniho onemocnén.

Ptiklad 11: Exprese IL-18BP endotelidlnimi builkami a makrofagy b&hem aktivni Crohnovy
choroby

Shromazdéni vzorkd

Biopsie stfevni sliznice byly izolovéany ze vzorki, chirurgicky odebranych pacientim s CD nebo
UC (ulcerativni kolitidou). Zahrnuto bylo 14 pacienti trpicich CD (3 muZi a 11 Zen) o primer-
ném véku 37,8 roku (od 20 do 78 let) a s primérnou dobou onemocnéni 8,3 roku (od 1 do 21 let).
U 8 pacientii bylo onemocnéni lokalizovano v tenkém stfevé a u 6 v tlustém stfevé. 12 pacienti
uZivalo imunosupresivni léky. Diagn6za aktivni CD byla u¢inéna po histopatologickém testovani
a na zakladé nasledujicich kritérii: pfitomnosti viedovitosti, zvySeného mnoZstvi bunék zanétu
a transmuréalniho zané&tu. Identifikovano bylo 7 pacienti s aktivni CD a 7 pacientl s neaktivnim
onemocnénim. Mezi aktivnimi a neaktivnimi CD pacienty nebyly pozorovany zadné vyznamn¢
rozdily, pokud se tyka véku, lokalizace onemocnéni, pohlavi, 1é¢by a trvani onemocnéni. Pramér-
ny vék péti pacientd s UC (3 muzi a 2 Zeny) byl 37,6 roku (od 30 do 44 let). Onemocnéni bylo
u viech pacienti lokalizovano v tlustém stfevé a vsichni pouZivali imunosupresivni 1é¢bu. Pri-
mérna doba onemocnéni byla 4 roky (od 1 do 9 roku). Kontrolni vzorky byly ziskany od 5 pa-
cientt, ktefi podstoupili odstranéni poruch, jez nesouvisely s infekénim stfevnim onemocnénim
(IBD) (3 muZi a 2 Zeny). Praimémy v&k této skupiny byl 55,2 roku (od 24 do 76 let). U vSech
pacienti bylo onemocnéni lokalizovano v tlustém steve.

Semikvantitativni RT-PCR pro lidsky IL-18 a IL-18BP

Ze zmraZenych stfevnich biopsii pacientd s CD, s UC nebo kontrolnich pacienti byla extrahova-
na celkova RNA. Tato extrakce byla provedena za pouziti prostfedku Trizol (Gibco) podle inst-
rukei vyrobce. Ziskané vzorky byly kvantifikovany méfenim absorbance pti 260 nm. Celistvost
RNA byla ovéfena elektroforézou v 1% agarézovém gelu. cDNA byla syntetizovana z jednoho
mikrogramu celkové RNA za pouZiti systému reverzni transkripce Promega podle pokyni vyrob-
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ce. Reakce PCR byly provadény v celkovém objemu 50 pl v pfitomnosti 1U AmpliTag-DNA—
polymerazy (Perkin Elmer, Roche, USA), 2,5 mmol x 1" dNTPs (Amersham, USA) a 50 pmol
dopfedu sméfujicich a reverznich PCR primerti. Reakce byly inkubovany v zafizeni PTC—200
Peltier Effect Thermal Cycler (MJ Research, USA) za nasledujicich podminek: denaturace 1 min.
pfi 94 °C; temperovani 1 min. p¥i 55 °C a roziteni 1 min. pii 72 °C. Stanoveno bylo optimalni
mnozstvi cykld pro IL-18BP, IL~18 a B-aktin pfed nasycenim pasii (31, 28 a 25). PCR primery
byly oznaceny na zéklad¢ zvefejnénych sekvenci (AF110799, D49950, X00351) nasledovng: IL—
18, reverzni 5'-GCGTCACTACACTCAGCTAA-3'; dopiedu smeérujici 5'—
GCCTAGAGGTATGGCTGTAA-3; IL-18BP, dopfedu sméiujici 5'—
ACCTGTCTACCTGGAGTGAA-3"; reverzni 5'-GCACGAAGATAGGAAGTCTG-3; B-
aktin, reverzni 5'-GGAGGAGCAATGATCTTGATCTTC-3'; dopfedu sméfujici 5'-
GCTCACCATGGATGATGATATCGC-3'. K vylouceni zmnoZeni genomické DNA znegistujici
vzorky byly PCR reakce provadény v nepfitomnosti cDNA templatu. Produkty PCR (10 ul) byl
analyzovany v 1% agarézovych gelech, podrobenych elektroforéze v TAE pufru. Velikost pro-
dukti PCR byla po nasledném obarveni gelu ovéfena srovnanim se standardem o velikosti 1 000
(ladder Gibco). Pomérna kvantifikace ethidiumbromidem barvenych pasii byla provedena pod
UV svétlem za pouzZiti analytického softwaru Kodak Digital Sciences a byla uvadéna jako pomér
cilového genu (hIL-18BP, hIL-18) vii¢i doméacimu genu (hB—-actin).

Vytvareni monoklonalnich protilatek zaméfenych viigi hIL-18BP

Mysim kmenem BALB/c bylo subkutanné injikovano do vSech 4 kongetin, stejné jako do ije,
50 g isoformy rhIL—-18BP—6-his (vy¢isténé z vajednikovych bun&k &inského kietka, Interpharm
Laboratories, Nes Ziona, Izrael) v PBS (fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku) spolu
s adjuvantnim ¢inidlem (MPL + TDM emulze, RIBI Immunochem Research, Inc.) vden 0, 7
a28. Ctyki dny po tieti imunizaci byly ziskany lymfatické zlazy a $t€peny pomoci 2,4 pg/ml
kolagendzy (kolagenaza IV, Worthington Biochemical Corp.) a 0,1% DNazy (Sigma). Izolované
buiiky byly poté spojeny s myelomatickymi buitkami Sp2/0 za pouziti polyethylenglykolu 1 000
(Fluka). Buiiky byly opétn€ suspendovany v médiu DMEM-F12, s 10% FCS (s fetalnim telecim
sérem, Gibco) v ptitomnosti HAT (hypoxanthinu, aminopterinu a thymidinu) a byly rozd&leny do
destitek 0 96 jamkach v koncentraci 5 x 10 bunék/mi. Vzorky supernatantu hybridomové kultu-
ry byly testovany vzhledem k pfitomnosti reaktivnich protilatek v ptimém stanoveni. K tomu
ucelu byly desticky ELIAS povledeny kozimi anti~mysimi F(ab'), protilatkami (Jackson Immuno
Research, Milan analytica, Svycarsko). Poté byly pfidany supernatanty hybridomové kultury
a nasledné biotinylovany rhIL-18BP—6his (vy<istény z bungk COS, viz Novick se spoluautory,
1999), za nebo bez ptitomnosti rhIL—18 (vy¢iiténého z rekombinantni E.coli, Serono Pharmaceu-
tical Research Institute, Zeneva). Nakonec byla vyvinuta streptavidinova kienova peroxidaza
(HRP) (Jackson Immuno Research, Milan analytica, Svycarsko) za pouiti o—fenylendiaminu
(OPD, Sigma). Nikoliv neutralizujici protilatky byly vybrany a dile klonovany (subklonovany).
V této studii byly pouzity 95-H20, mysi IgG1 monoklondlni protilatky.

Imunohistochemické studie k lokalizovani IL—18BP—pozitivnich bungk.

Vzorky tkané byly lomivé zmrazeny a uchovavény pti teploté —80 °C. Ziskany byly sériové kryo-
fezy (10 um), které byly pfipevnény na podlozni sklicka pokryta poly-L-lysinem (Polylabo,
Plan—les—Ouates, évycarsko) a fixovany v ledovém acetonu. Lokalizace lidské IL—18BP bilkovi-
ny byla analyzovana imunohistochemicky za pouziti Mab 95-H20. Po krétké rehydrataci v PBS
byly fezy po dobu 30 minut preinkubovany v PBS, dopInéném 2% fetalnim telecim sérem (FCS,
Cansera, Ontario, Kanada), 1% lidskym sérem (AB" sérem, transfuzni centrum, Annemasse,
Francie) a 0,5% hovézim sérovym albuminem (BSA, Sigma, St. Louis, MO, USA). Endogenni
peroxidazova aktivita byla blokovana umisténim skli¢ek do roztoku PBS, 2% FCS, 1% lidského
séra, 0,5% BSA a 1% peroxidu vodiku (Fluka, Svycarsko) po dobu 1 hodiny. Po promyti v PBS
byly fezy ptes noc inkubovany v nezfedéném kultiva¢nim supernatantu Mab 95-H20. Po dalim
promyti v PBS byly fezy inkubovény s biotinylovanymi kozimi anti-my$imi protilitkami (Jack-
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son Immuno Research, Milan analytica, Svycarsko) (5 pg/mt) v PBS, obsahujicim 0,5% BSA, po
dobu 1 hodiny. Citlivost barveni byla zvySena inkubaci s komplexem avidin DH/biotinylovana
HRP (Vestastain Elite ABC Kit, Vector Laboratories, CA, USA) po dobu 30 minut. Poté byla
sklitka promyta v PBS a vyvijena za pouZiti roztoku 30% peroxidu vodiku, 3,3-amino-9—ethyl-
karbazolu (AEC, Sigma) a N,N—dimethylformamidu (Merck) v acetdtovém pufru o pHS.
Po opa&ném barveni hematoxylinem (Sigma) byly fezy povleceny glycerolem a pfikryty krycimi
skligky. Jako izotypova kontrola byly pouzity mysi IgG1 protilatky (R a D systém).

Ke stanoveni bun&&né lokalizace lidské IL—18BP byla v fezech stfevni sliznice provedena dvou-
barevna imunohistochemicka studie. Po 10 minutach rehydratace v PBS byly fezy preinkubovany
30 minut v PBS, doplnéném 2% FCS, 1% lidskym sérem a 0,5% BSA. Pro spole¢nou lokalizaci
s endotelialnimi burikami byly fezy inkubovany pfes noc s biotinylovanym Mab 95-H20
(20 pg/ml), smisenym s FITC—konjugovanym mys$im anti-lidskym CD 31 (1:50) (Pharmingen,
CA, USA) v PBS/0,5% BSA. Pro spoletnou lokalizaci s makrofagy byly fezy inkubovany pfes
noc s biotinylovanym Mab 95-H20 (20 pg/ml), smisenym s FITC konjugovanym anti-lidskym
CD 68 (1:25) (Dako, Dansko). Po promyti v PBS byla pfiddna na dobu 1 hodiny streptavidinova
texaska Gerveii (streptavidin Texas—Red, Southern Biotechnology Associates, AL, USA). Sklicka
byla opét promyta a fezy byly pokryty moviolem a piekryta krycimi skli¢ky. Jako isotypova kon-
trola byly pouzity biotinylované mysi IgG1 protilatky (Pharmingen s naslednou aplikaci strepta-
vidinové texaské Cerveng.

Bunééna kultura

Endotelialni buriky z lidského pupe&niku (HUVEC), Clonetics corp., San Diego, CA, USA) byly
kultivovany za pouziti média pro rist endotelialnich bunék (EGM), doplnéného lidskym rekom-
binantnim epidermalnim ristovym faktorem (hEGF, 10 ng/ml), hydrocortisonem (1 pg/ml), gen-
tamycinem a amphotericinem, B(50 ng/ml), hovézim mozkovym extraktem (BBE, 3 mg/ml)
a 2% fetalnim hovézim sérem (FBS, Clonetics corp., San Diego, USA), podle pokynii vyrobce.
Misky pro bun&éné kultury byly pfedem povleceny lidskym fibronektinem (10 ug/cm?, Boehrin-
ger, Mannheim). Butiky byly inkubovany ve vihdeném inkubatoru s pfivodem CO, a pokusy byly
provadény za pouziti bungék HUVEC po tfetim pasazovani. Buitky HUVEC byly ovliviiovany lid-
skym IL-1PB (10 ng/ml), TNF—a (10 ng/ml) a IFN—y (20 ng/ml) (R a D system, Némecko) po
dobu 24 hodin. Po skon&eni kultivaéniho obdobi byly shroméazdény buiiky, izolovaina RNA a ta
byla podrobena RT-PCR k analyze IL-18BP a IL-18 mRNA transkriptu. Supernatanty byly
shromazdény a analyzovany vzhledem k expresi bilkoviny IL-18BP a IL—18 prosttednictvim tes-
tu ELISA.

Lidska bun&na linie monocytt THP-1 byla udrZovana v suspenzni kultufe v médiu RPMI,
dopInéném 10%, tepelné inaktivovanym FCS, L—glutaminem (2 mmol x I'") penicilinem-strepto-
mycinem (10 U/ml, Gibco BRL, Life Technologies) a b—merkaptoethanolem (50 pmol x I,
Fluka). Inkubovéany byly ve zvlhéovaném inkubétoru s 5% CO, a pasazovany 1:10 po kazdych
péti dnech. Tti dny pred pokusem byly lidské monocytové buiiky rozlideny (diferencovany) pfi
hustoté 0,4 x 10° bun&k/ml vitaminem D3 (80 nM) (Biomol Research Laboratories, USA) a pone-
chany adherovat. Jakmile do$lo k diferenciaci, byly kbunéénym kulturdm pfidany LPS
(100 ng/ml, Calbiochem), lidsky IL-1B (10 ng/ml), TNFo (10 ng/ml) a IFNy (20 ng/ml).
Po 48 hodinach byly shroméazdény supernatanty a analyzovany vzhledem k expresi bilkoviny IL—
18BP a IL-18 pomoci testu ELISA.

Mgéfteni produkce lidské IL-18BP a IL-18
Piitomnost IL-18BP byla hodnocena testem ELISA v bezbunéénych supernatantech HUVEC,
jak nestimulovanych, tak stimulovanych kokteilem cytokini (IL-1B, TNFo. a IFNy) po dobu

24 hodin a v bezbuné&énych supernatantech bun&né linie THP-1, a to jak nestimulovanych, tak
stimulovanych po dobu 48 hodin (LPS, IL-18, TNFo a IFNy). K tomu G¢elu byly desticky pfes
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noc povlékany zachycenymi Mab (klon 657.27 pii 0,5 mg/100 ml/jamku, Interpharm Laborato-
ries, Nes Ziona, Israel), zamé&fenym vi¢i rhIL-18BP (isoformé a). Rozpustny rhIL-18 byl poté
detegovéan za pouZiti kréli¢ich polyklonalnich protilatek (v nafedéni 1:10 000), podnicenych viigi
thIL-18BP-6his (vycisténé z vajednikovych bun&k &inského kietka, Interpharm Laboratories,
Nes Ziona, Israel) s naslednou inkubaci s afinitng vy&isténym kozim anti—krali¢im IgG, konjugo-
vanym s peroxiddzou (nafedéni IgG = 1:20 000) (Jackson Immuno Research, Milan analytica,
Svycarsko). Zachyceni Mab, stejné jako kréligi polyklonalni protilatky, bylo testovano zpiisobem
»Western blot“ k potvrzeni specifi¢nosti IL-18BP. Jako standard byla pouzita rekombinantni
hIL-18BP-6his. Citlivost testu ELISA byla 100 pg/ml. Soub&zné byly hladiny IL—18 kvantifiko-
vany za pouziti sady ,lidsky 1L-18 ELISA“ (MBL, Immunotech). Citlivost ELISA byla
12,5 pg/ml.

Exprese hIL-18BPa-His6 v buitkaich CHO

Rekombinantni lidska IL~18BP (hIL—-18Pa-His6-tag) byla vy&isténa z vajeénikovych bungk in-
ského kiecka, CHO (Interpharm Laboratories, Nes Ziona, Israel).

Vysledky
Exprese [L-18BP mRNA transkripti ve stfevnich biopsiich

Analyza exprese IL-18BP mRNA byla provedena pomoci RT-PCR v tkatiovych homogenatech
stfevnich vzorki, chirurgicky odebranych pacientim bud’ s aktivni CD, nebo neaktivni CD, nebo
s UC a v homogenatech nezanétlivych stfevnich tkani (obr. 14). IL-18-BP a aktinové transkripty
byly detegovany ve vSech testovanych stfevnich homogenatech. Podobné byly transkripty pro
IL-18 nalezeny ve vSech tkafiovych homogenatech od CD &i UC pacientt i od nikoli-IBD kon-
trol (obr. 14 A). Pomér IL-18BP nebo IL-18 a kontrolnich hladin mRNA aktinu vykazoval sta-
tisticky vyznamné zvySeni (jak je popsano niZe) v mnoZstvi transkriptii jak pro IL-18BP, tak IL—
18 v biopsiich, ziskanych od pacientii s aktivni CD ve srovnéani s biopsiemi pacientd s neaktivni
CD, UC a nikoli~IBD kontrolami (obr. 14 B a C). Tyto {idaje ukazuji, Ze IL-18BP je ve slizni¢ni
tkani beéhem aktivni CD usmérfiovana smérem nahoru (up-regulated) a poskytuji prvni ditkaz, Ze
hladina exprese IL-18BP jasné rozliduje aktivni CD a neaktivni CD, UC a nikoli~IBD kontroly.

Statisticka analyza exprese transkriptii IL—18BP mRNA ve stfevnich biopsiich

Provedena byla analyza odchylek, varia¢ni analyza, sdruzujici dohromady veskeré dostupné uda-
Je. Vysledek jasné uréil statisticky se vymykajici vysledky jednoho z pacientii ze skupiny s aktiv-
ni CD (velice vysoky pomér opt. hustoty OD pro IL-18, jmenovit& 16252 a velmi nizky OD po-
mer pro IL-18BP, jmenovité 1058). Téchto nékolik ojedinélych a velmi atypickych mé&teni ne-
umozitovalo ovéfeni modelu ANOVA (hodnota p v testu Shapira-Wilkse pro normalitu zbytka
<0,0001). Bylo proto rozhodnuto t&chto n&kolik méfeni ve statistické analyze ignorovat.

Pouzity model ANOVA bere v tuvahu faktory Skupina (Kontrolni, Aktivni CD, Neaktivni CD
a UC), Bilkovina (IL-18 nebo IL-18BP) a Poget pacientii (23 pacientil). Mezi Skupinami existu-
Je vyznamny rozdil (hodnota p <0,0001). Je také zajimavé zaznamenat, e rozdil v poméru OD
mezi IL—18 a 1L-18BP neni vyznamny (hodnota p = 0,369). Kromé toho byla rovn&Z stanovena
korelace mezi expresi IL-18 a IL-18BP. Koeficient korelace mezi 1L-18 a IL—18BP je rovny
0,67, coz ukazuje na pevné spojeni mezi pomé&rem OD, m&fenym pro IL—-18 a IL—18BP. Pfi ové-
fovani vysledki, tykajicich se G&inku ,,Skupiny®, byla pouZita Scheffého metoda pro srovnani
riznych skupin. Lze uzavfit, e pom&r OD pro skupinu ,,Aktivni CD* je vyznamné v&t$i nez pro
skupiny ,,Kontroly* (+3280), ,,UC* (+2950) a zvlast& neZ pro ,,Inaktivni CD* (+4580) pro expre-
si jak IL-18BP, tak i [L-18.
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Imunohistochemicka lokalizace IL—18BP ve stfevnich tkanich

Pro vyhodnoceni bunééné exprese IL-18BP in situ, mistn€, bylo pouzito imunohistochemického
stanoveni za pouZiti monoklonélnich protilatek specifickych viigi hIL-18BP v kryotickych fe-
zech, piipravenych ze stfevnich tkani pacientii s aktivni CD a kontrolnich osob bez IBD. Buiiky
pozitivni vii¢i IL-18BP byly detegovany ve slizni¢nim vazivu (lamina propria), podslizni¢nim
vazivu a ve vrstvé svalu (neni uvedeno). Pozitivné obarvené mononuklearni buriky, pfitomné ve
slizniénim vazivu a v podslizniénim vazivu, vykazovaly bohaty cytoplast, puchytkovité jadro ve
tvaru sité a morfologicky byly v souladu s tkafiovymi makroféagy. Ve svalové vrstvé mély pozi-
tivng obarvené buiiky bohaty cytoplast, nékdy s otevienou bunéénou dutinou uprostted, pfipomi-
najici pozitivni barveni mikrocévek, a byly morfologicky v souladu s endotelidlnimi buitkami.
Monoklonalnimi protilitkami viaci hIL—-18BP byly rovnéz specificky barveny Siroké cévy.
Vyznamné zvy$eni pozitivné obarvenych bunék, pozorovanych ve vzorcich ziskanych od pacien-
ti s aktivni CD, ve srovnani se vzorky, ziskanymi od kontrol bez IBD, bylo v souhlasu se zvySe-
nou expresi IL-18BP, pozorovanou pfi analyze RT-PCR. Pfilehl¢ fezy byly inkubovany s odpo-
vidajicimi my$imi isotypovymi kontrolami.

Identifikace bun&k produkujicich IL-18BP, pfitomnych v slizni¢nich biopsiich

Buiiky pozitivni vzhledem k IL-18BP, pfitomné v zanétlivych stfevnich tkénich, byly identifiko-
véany za pouziti specifickych markerd (oznaovaci) makrofagi (anti-CD68) a endotelilnich bu-
n&k (anti-CD31) (neni zndzornéno). CD68—pozitivni buiiky (v zelené) a IL-18BP-pozitivni buii-
ky (v ervené) byly detegovany ve slizni¢nim vazivu a v podslizni¢nim vazivu stfevni tkdné pa-
cientd s aktivni CD (neni znazornéno). CD31—pozitivni butiky (v zelené) a IL-18BP—pozitivni
butiky (v &ervené) byly detegovany v podslizni¢nim vazivu. K potvrzeni, Ze makrofagy a endote-
lidlni buiiky byly rovnéz pozitivni vzhledem k IL-18BP, byly obé barvy, zeleii z anti-CD68 nebo
anti-CD31 a &erveii z anti-IL—-18BP analyzovany spole¢né k prokazani toho, ze veskeré buriky,
které vazaly anti-IL-18BP protilatky, byly bud’ CD68—pozitivni, nebo CD31 pozitivni (oranZo-
vo—7lutd barva). Dvojité imunitni znageni prokazalo, ze makrofagy a endotelidlni buiiky byly
hlavnim zdrojem barveni IL-18BP v zanétlivych tkanich, ziskanych od pacientii s CD.

Exprese [L-18BP mRNA a bilkoviny endotelidlnimi burikami

Pro ur&eni schopnosti lidskych endotelialnich bunék produkovat IL-18BP, stejné jako k potvrze-
ni vysledki ziskanych imunitnim barvenim a RT-PCR v celkovych biopsiich, byly provedeny
dalsi pokusy typu RT-PCR na lidskych buiikach z pupeé¢nikové krve (HUVEC) (obr. 15). Endo-
telialni buiiky byly ovlivnény smési cytokinii (hIL—1B, hTNFa, hIFNy) a po 24 hodinach byly
shromazdény pro extrakci RNA a analyzu PCR. Pomér hladin mRNA IL-18BP a kontrolniho
aktinu prokézal po 24 hodinach u ovlivnénych bunék ve srovnani s nestimulovanymi buiikami
zvyseni mnoZstvi transkripti IL-18BP. Kromé toho se zd4, Ze mRNA IL-18BP je konstitutivné
exprimovana v endotelialnich buiikich. Analyzovéana byla také hladina mRNA IL~18 a u ovliv-
nénych bundk vykazovala slabé zvySeni. OvSem u nestimulovanych endotelidlnich bunék
k expresi mRNA 1L—18 nedochazi.

Stanoveni ELISA s kultivaénimi supernatanty nestimulovanych buné¢k (médiem) a butikami
HUVEC, ovliviiovanymi po dobu 24 hodin odhalilo, Ze bilkovina IL-18BP byla pfitomna jak
v médiu, tak i ve stimulovanych bufikich s tficetinasobnym zvysenim po 24 hodinach stimulace
(obr. 15 B).

Exprese bilkoviny IL-18BP buné¢nou linii monocyt (THP-1)

Exprese IL—18 a IL-18BP byla analyzovéana v kultiva¢nich supernatantech jak nestimulovanych,
tak i stimulovanych diferenciovanych bunék THP-1 pomoci testu ELISA (obr. 15 C). Tento po-
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kus odhalil zvySeni exprese IL-18BP po 48 hodinach stimulace prostfednictvim LPS, hIL-1B,
hTNFa, hIFNy. Soub&zné byla po stimulaci zvySena také sekrece IL-18 (obr. 15 C).

Souhm

V predkladané studii byla charakterizovana exprese IL-18BP a lokalizace ve slizniéni tkani,
ziskané od pacientii s Crohnovou chorobou a s ulcerativni kolitidou. Za pouZiti semikvantitativ-
niho uspofadani RT-PCR bylo zjisténo, Ze transkripty mRNA IL—18BP byly v biopsiich sliznice
pacientl s aktivni Crohnovou chorobou zvySené ve srovnani s pacienty s ulcerativni kolitidou
a s kontrolnimi pacienty bez zanétlivého onemocnéni. Imunohistochemicka analyza biopsii sliz-
nice lokalizovala bilkovinu IL-18BP do endotelialnich bunék a makrofag, infiltrujicich sliznici
béhem Crohnova onemocnéni. Exprese IL-18 BP endotelialnimi buttkami a aktivovanymi ma-
krofégy byla potvrzena v primarnich lidskych pupe&nikovych endotelidlnich buitkach (HUVEC)
a v bunéné linii monocyti THP1, stimulovanych in vitro. Tyto buiiky po stimulovéani vylu¢ovaly
biologicky aktivni IL-18BP.

Ptiklad 12: Lécba inhibitory IL—18 zlep3uje experimentalni kolitidu
Material a metody
Mysi a indukce kolitidy

Veskeré pokusy schvalil Vybor pro etiku studii na zvifatech, University of Amsterdam, Nizoze-
mi. My8i BALB/c byly ziskany od Harlan Sprague Dawley Inc. (Horst, Nizozemi). Mysi byly
ustdjeny za obvyklych podminek a zaopatfeny pitnou vodou a potravou (AM-II 10 mm, Hope
Farms, Woerden, Nizozemi).

Pokusy byly provadény za pouziti my3ich samic BALB/c ve v&ku 8 a 10 tydni. Kolitida byla
indukovana rektalnim podinim dvou dévek (oddélenych sedmidennim intervalem) 2 mg 2,4,6—
trinitrobenzensulfonové kyseliny, TNBS (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) ve 40%
ethanolu (Merck, Darmstadt, Némecko) za pouziti vinylového katetru, ktery byl zasunut do ko-
ne¢niku v délce 3 cm (10 mysi ve skuping). Béhem nakapavani byly mysi pod anestezi isoflura-
nem (1—chlor-2,2,2—trifluorethyl-isofluran—difluormethylether, Abbott Laboratories Ltd., Queen-
borough, Kent, Velka Britanie) a po nakapéani byly po dobu 60 sekund drZeny ve svislé poloze.
Kontrolni zvifata podstoupila stejné zachazeni, ale do kone¢niku jim byla nakapana fyziologické
sil. Veskeré mySi byly usmrceny devaty den po prvnim podani TNBS (tj. 48 hodin po druhém
podani TNBS).

Mysi byly i. p. ovlivnény (Ié€eny) lidskym IL-18BP v 500 pl 0,9% fyziologického roztoku.

HIL-18BP je Sestinisobné histidinem oznalen4 lidskd rekombinantni bilkovina, vytvafena
v expresnim systému CHO. HIL-18BP byla biologicky aktivni, nebot inhibovala produkci IFNy
v buné&né linii KG-1 a snizovala produkci IFNy mysimi splenocyty (Kim se spoluautory, 2000).

Hodnoceni zanétu

Télesné hmotnosti byly zaznamenavany denné. Slezina, ocasni lymfatické Zlazy a tlusta stfeva
byly odebrany po usmrceni zvitat. Tlusta stfeva byla odebrana sttedovym fezem a podélng ote-
viena. Po odstranéni fekalniho materialu byla zaznamenana vlhk4 hmotnost distalnich 6 cm a po-
uzita jako index pro ztluténi stievni stény spojeného s onemocnénim. Nasledné byla tlusta stfeva
podélné rozd€lena na dvé &asti, z nichZ jedna byla pouzita k histologickym stanovenim.
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Histologicka analyza

Podélné rozdélena tlusta stieva byla svinuta, fixovana ve 4% formaldehydu a zalita do parafinu
pro rutinni histologické stanoveni. Dva hodnotici, ktefi nebyli sezndmeni s rozvrZenim 1é¢by,
znamkovali nasledujici parametry: 1) procento zahrnuté plochy, 2) hyperplazii folikularnich
shlukii, 3) otok, 4) erosi/viedovitost, 5) Gibytek krypty a 6) infiltraci mono— a polymorfonuklear-
nich bungk. Procento zahrnuté plochy a ibytek krypty byly znamkovany v rozmezi od 0 do 4
nasledujicim zpaisobem: 0, normalni; 1, mensi nez 10 %; 2, 10 %; 3, 10 az 50 %; 4, vice neZ
50 %. Eroze (naruseni) byly definovéany jako 0, pokud byl epithel intaktni, 1 pro postiZeni slizni¢-
niho vaziva (lamina propria), 2 pro viedovitost, postihujici podslizni¢ni vazivo a 3 pro transmu-
ralni viedovitost (prochézejici celou sténou). Zavaznost dalsich parametri byla zndmkovéna od 0
do 3 nasledovné: 0, nepiitomné; 1, slabé; 2, mirné; 3, silné. Toto zndmkovéni je v rozmezi od 0
do maxima 26 bod.

Homogenaty tlustého stieva

Tlusté stievo bylo odebrano a pomoci tkaftového homogenizatoru byly v 9 objemech Greenbur-
gerova lyzovaciho pufru (300 mmol x I"' NaCl, 15 mmol x 1" Tris, 2 mmol x I"' MgCl, 2 mmol
x I”! Triton /X—10/, Pepstatin A, Leupeptin, Aprotinin (vSechny po 20 ng/ml), pH 7,4) pfipraveny
homogenaty. Tkati byla po dobu 30 minut lyzovana v ledu a nasledné dvojnasobné odstfedéna
(10 minut, 14 000 g). Homogenaty byly az do pouziti skladovany pii —20 °C.

Buné&éna kultura a stanoveni ELISA pro cytokiny

K piipravé buné&né suspenze slezinnych bunék a bungk ocasni lymfatické Zlazy byly pouZity fil-
trové bun&né oddélovade (Becton/Dickinson Labware, New Jersey, USA). Buiiky byly suspen-
dovany v médiu RPMI 1640 (BioWhittaker—Boehringer, Verviers, Belgie), obsahujicim 10%
FCS a ciproxin (10 pg/ml) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Slezinné buiiky byly
odsttedény se sterilnim prostiedkem Ficoll (Pharmacia, Uppsala, Svédsko), mononuklearni buii-
ky ptevedeny do RPMI a bun&&né suspenze byly spocitany. Celkové mnoZstvi 1 x 10° bun&k na
my$ bylo inkubovano v 200 ul RPMI (BioWhittaker Europe, A Cambrex Company, Verviers,
Belgie), obsahujicim antibiotika a 10% FCS, v jamkach v trojitém usporadani (triplikaty). Buiiky
byly stimulovany ptedchozim potaZenim protilatkou anti-CD3 (koncentrace 1:30; klon
145.2C11) a rozpustnou protilatkou anti-CD28 (koncentrace 1:1000, Pharmingen). Supernatanty
byly odstranény po 48 hodinach a koncentrace IFN—y (Pharmingen) a TNF—o (R&D systems,
Abingdon, Velka Britanie) byly méfeny ve stanoveni ELISA.

Priitokova cytometrie

Izolované slezinné buiiky byly promyty pufrem Facs (PBS, tj. fosfatem pufrovany fyziologicky
roztok, obsahujici 0,5 % BSA, 0,3 mmol/l EDTA a 0,01% azid sodny) a poté byly po zbytek
postupu udrzovany v ledu. Mnozstvi 2 x 10° bun&k na jamku (mikrotitradni kultivagni destitka
096 jamkach se $pi¢atym dnem, Greiner B.V. labor techniek, Alphen aan de Rijn, Nizozemi)
bylo kultivovano a nasledujicimi protilatkami (mAbs): Cy—crom—konjugovanymi krysimi anti—
my$imi CD4 (klon RM—4-5), Fitc-konjugovanymi krysimi anti-my8imi CD69 a Fitc—konjugo-
vanymi krysimi anti-my3imi CD25 (Pharmingen, San Diego, CA, USA). Lymfocyty byly pro-
poustény dopfedu sméfujicim a bo&nim rozptylovatem za pouZiti pritokového cytometru
FACScan ve spojeni se software Facscan (Becton Dickinson, Mountain View, USA) a odpocita-
no bylo 5 000 bunék. Vysledky jsou vyjadieny jako procentni mnozstvi proslych bunék, pozitiv-
nich vzhledem k pouzitym mAbs.
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Statisticka analyza

Hodnoty jsou uvadény jako primér + SEM (st¥. chyba priiméru) na 1é&ebnou skupinu. Rozdily
mezi skupinami byly analyzovany za pouziti neparametrického Mann—Withneyova U testu.
Hmotnostni zmeny v ¢ase byly analyzovany jednocestnou varianéni analyzou. Hodnota p < 0,05
byla povazovana za vyznamnou. Pro veskeré analyzy byl pouzit SPSS statisticky software (SPSS
Inc., Chicago, USA).

Vysledky
IL-18BP chréni vii¢i hmotnostnimu tibytku u mysiho modelu kolitidy

Pro zji§téni role IL-18 v experimentalni kolitidé a zejména ochranného u&inku vazebné bilkoviny
IL-18 (IL-18BP) byla u mysi kmene BALB/c indukovana TNBS kolitida. Tento model sestiva
z Mistniho vystaveni trinitrobenzensulfonové kyselingé (TNBS) ve 40% ethanolu. To vyvolava
reakei pfecitlivélosti opozdéného typu viigi haptenem (trinitrofenylem) modifikovanému vlastni-
mu Antigenu a odpovédi je typ Th-1 se zvy$enou produkei prozanétlivého cytokinu.

Mysi byly ovlivnény (lé¢eny) lidskou IL-18BP nebo kontrolnim roztokem intraperitonealné na
dennim zakladg.

Denni intraperitonealni davky, pohybujici se v rozmezi od 12,5 do 50 pg hIL-18BP, neovlivnily
zavaznost onemocnéni (idaje nejsou predlozeny). Oviem pouziti davky 200 ul hIL—18BP, denng
podavané intraperitonealné, bylo G¢inné ke sniZeni ztraty hmotnosti ve spojeni s indukci onemoc-
néni.

Podle ogekavani intrarektélni nakapani TNBS vyvolalo prijem a vy&erpanost. Jak je znazornéno
na obr. 16, zvifata v obou ovliviiovanych skupinach v den 3 ztracela 15 % zikladni hmotnosti.
Na rozdil od kontrolnich zvitat se viak mysi, 1é¢ené hIL-18BP poéinaje dnem 4 po nakapani
TNBS, z plvodni ztraty hmotnosti rychle vzpamatovaly a svoji zakladni hmotnost obnovily
v den 8. U kontrolnich mysi druhé podani TNBS v den 8 opét vyvolalo vyznamny ubytek hmot-
nosti, kterému bylo v podstaté zamezeno v ptipadé podani hIL—18BP. Podani hiL—18BP mysim,
které obdrzely fyziologicky roztok, nemélo zadny Geinek (adaje nejsou uvedeny). Podani hIL—
18BP tedy vyznamné oslabilo hmotnostni tbytek, spojeny s kolitidou, indukovanou TNBS
(p<0,05).

Uginek zanétlivych parametra

Mysi byly usmrceny v den 10 a stanovena byla hmotnost poslednich 6 cm jejich tlustého stfeva
(Obr. 17 A). U TNBS-kolitidy hmotnost tlustého stfeva vzrostla ve srovnani s my$mi, jimz byl
poskytnut fyziologicky roztok. Tento piiristek hmotnosti byl vyznamné mensi u mysi ovliviiova-
nych hIL—-18BP (181,6 mg + 11,4) ve srovnani s my$mi, jim2 byl poskytnut fyziologicky roztok
(268 mg + 27,3); p<0,05. Dtive bylo popsano, ze TNBS—Kolitida je spojena s rostouci bun&énou
migraci do ocasnich lymfatickych Zlaz (L. Camoglio se spoluautory; Hapten—induced colitis
associated with maintained Th1 and inflammatory responses in IFN-gamma receptor—deficient
mice; Eur. J. Immunol. 30, 1486-1495; 2000. Ovlivnéni (1écba) prostiednictvim IL~18BP sniZilo
poCet bunék, napadajicich ocasni lymfatické Zlazy (Obr. 17 B) ve srovnani s poctem bunék
v ocasnich lymfatickych Zldzach mysi s TNBS kolitidou, ovliviiovanych fyziologickym rozto-
kem.

Zméena exprese CD69, coZ je marker aktivace asnych lymfocytii T, byla stanovena analyzou
»Facscan® (obr. 17 C). Procentni mnoZstvi splenocytii CD4", exprimujicich CD69, bylo 11,4 %
umysi ovlivnénych TNBS, ale procentni mnozstvi CD4/CD69" u mysi ovlivnénych TNBS
a lécenych prostfednictvim hIL-18BP ¢inilo 7,3 % (p <0,05).
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Produkce cytokin® butikami sleziny, ocasni lymfatické zlazy a homogenaty tlustého stfeva

Pro zji§téni uginku hIL—-18BP na schopnost lymfocytii T produkovat po aktivaci receptoru buiiky
T syntézu prozanétovych cytokind byly buiiky izolovany z ocasni lymfatické Zlazy a sleziny
a byly 48 hodin stimulovany prostfednictvim protilitek CD3/CD28. V supernatantech byla méfe-
na produkce IFN—y a TNFa,, obr. 18. V produkci cytokinii my$mi ovlivnénymi hIL—18BP a kont-
rolnimi zvifaty nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily. Neutralizace IL-18 prostfednictvim
hIL-18BP tak nezpiisobila obecné snizeni schopnosti lymfocyti T odpovidat na aktivaci T-bu-
nééného receptoru.

Homogenaty tlustého stfeva byly analyzovany vzhledem k hladindm cytokind, ¢imZ se mefila
mistni produkce cytokini (obr. 19). V homogenatech tlustého stieva nebyl nalezen rozdil v hladi-
nach IFN—y u mysi ovlivnénych TNBS a u mysi ovlivnénych TNBS a lé¢enych hIL-18BP
(134 pg/ml £ 7,8 a 139 pg/ml £23). Oviem hladiny TNF—a byly vyznamné snizené v homogena-
tech tlustého stfeva mysi létenych hIL-18BP, a to z 110 pg/ml £3 u mysi ovlivné€nych TNBS na
59 pg/ml £2,7 u mysi ovlivnénych TNBS a lé¢enych hIL—-18BP.

Histologické nalezy

Ke zji§téni, zda snizeni parametri zanétu, zprostiedkovava ¢inkem hIL-18P, rovnéz ovliviiuje
histologické hodnoceni byla provedena histopatologie v parafinovych fezech. Celkové znamko-
véani zanétu, pokud se tyka histologie, bylo oproti kontrolné ovlivnénym myS$im u mysi ovlivné-
nych hIL-18BP vyznamné sniZeno (15,9+ 1,1 u neovlivnénych mysi vici 9,8 +1,3 u mysi
ovlivnénych hiL-18BP) (udaje nejsou uvedeny), zejména v disledku snizeni po¢tu leukocyt,
infiltrujicich sliznici (p < 0,05). Pozoruhodnym zji$ténim byla uplna nepfitomnost viedovitosti ve
sliznici u mysi, ovlivnénych IL-18BP (p < 0,05). Zjisténi jsou shrnuta nize v Tabulce 2. Zvlaste
pozoruhodn4 je Giplna prevence viedovitosti u mysi, ovlivnénych IL-18BP.

Tabulka 2: Riizné polozky znamkovani kolitidy u mysi ovlivnénych TNBS, lé¢enych bud’ fyzio-
logickym roztokem, nebo hIL-18BP.

kontrolni mysi, | mySi ovlivit. TNBS
ovlivi. TNBS | a Ié€ené hiL-18BP
% poskozené plochy 3,4+0,4 32, 0,5
shiuky méchyika (folikulu) 2004 1,51 0,4
otok 21+0,3 1,3+0,3
fibroza 0,85 £ 0,26 0,5+£0,2
viedovitost 2,0+0,3 0,0 £ 0,0"
ztrata krypty 1,7+ 0,3 1,0 +£0,3
polymorfonuklearni bunky 26+0,2 1,3 +0,2*
mononuklearni bunky 1,1+ ,01 0,33 £ 0,21*

tdaje jsou udany jako primér + SEM v rozmezi 0 az 4, * pfedstavuje vyznamnou odchylku
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Polyklonalni protilétky anti-mIL~18 chrani vii&i onemocnéni u mysiho modelu dextransulfitem
sodnym indukované kolitidy

U tohoto modelu byl do vody k piti poginaje dnem 0 a7 do usmrceni zvifat pfidavan dextransulfat
sodny (DSS). Polyklondlni protilitky viigi IL-18BP byly podavany intraperitonealné v den 0, 4
a 8. Dévky predstavovaly 200 a 400 ul krali¢itho séra. Vyssi davka (400 pl) poskytla vyznamné
sniZeni Ubytku hmotnosti, klinického hodnoceni, rektalniho krviceni a zkraceni tlustého stfeva
(neni zndzorn€no). Lécba krali¢imi anti-mIL—18BP vykazala prodlevu v iniciaci onemocnéni
a zabratiovala jeho rozvoji (neni znazornéno).

Souhrn

Priklad 12, uvedeny vy3e, ukazuje, Ze neutralizace IL—18 poddnim bud’ hIL-18BP nebo polyklo-
nalniho antiséra vii¢i IL—18 i¢inné sniZuje zavaznost pokusné indukované kolitidy u mysi.

Mysi, léené denné intraperitonedlnim podénim hIL-18BP, se rychle zotavily, ve srovnéani
s kontrolnimi zvifaty, z prvotniho bytku hmotnosti. Dal3i parametry stfevniho zAn&tu, mé&fené
hmotnosti stfeva a ndvalem (influxem) bun&k do ocasni lymfatické Zlazy, nebyly u mysi léCenych
hIL-18BP snizené. Histopatologie 1é&enych mysi byla charakterizovana sniZenim zivaZnosti
destrukce tkané (viedovitosti) a mnoZstvi infiltrovanych bun&k bylo zna&né snizeno. Uginek hIL—
18BP byl také systémovy, jak je prokazano sniZenou expresi CD9 buiikami sleziny.

Mistni produkce TNF—o, méfena ve stfevnich homogenatech, byla vyznamné sniena u mysi
TNBS, Ié¢enych hIL~18BP. To ukazuje, Ze TNF-a hraje dileZitou roli ve vyvoji onemocnén.
Hiadiny IFN-y byly srovnatelné u mysi TNBS a u mysi TNBS, lé¢enych pomoci hIL—18BP, coz
miiZe byt vysvétleno piebytkem stimuld, indukujicich IFN—y.

Lze uzavfit, Ze vySe uvedené Gidaje dokladaji pfinosny Gginek inhibitort IL—-18 pii 16¢b& zanstli-
vych stfevnich onemocnéni.

PATENTOVE NAROKY
1. PouZiti inhibitoru interleukinu—18, kterym je IL-18 vazebny protein, IL-18BP, pro piipravu
1éCiva pro 1éceni nebo prevenci alkoholické hepatitidy.
2. Pouziti podle ndroku 1, pfi némz je IL~18 vazebny protein polyethylenglykolovan.
3. Pouziti podle nroku 1, pti némz je inhibitorem IL-18 fiizni protein, ktery obsahuje cely IL—
18 vazebny protein, nebo jeho &ast, spojeny s imunoglobulinem nebo jeho &asti, pfitemz tento

fuzni protein se vaze na IL-18.

4. Pouziti podle naroku 3, pfi némz fuzni protein obsahuje celou konstantni oblast imunoglobu-
linu nebo jeji East.

5. Poutziti podle naroku 4, pfi némz imunoglobulin nélei k isotypu IgG1 nebo IgG2.
6.  Poutziti podle kteréhokoliv z narokii 1 az 5, pfi némz 1égivo dale obsahuje interferon.

7. Pouziti podle naroku 1, pfi némz interferonem je interferon—p.
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8. Pouziti podle naroku 6 nebo 7, pfi némz se 1é€ivo pfipravuje ve formé, vhodné pro podani
inhibitoru IL-18 a interferonu soucasné, postupné nebo oddéleng.

9. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 1 az 8, pii némz léCivo dale obsahuje antagonistu fak-
toru nekrézy tumord TNF.

10. Pouziti podle naroku 1, pfi némz antagonistou TNF je rozpustny receptor TNF I, TBPI, nebo
rozpustny receptor TNF II, TBPII.

11. Pouziti podle naroku 9 nebo 10, pfi némz se 1é¢ivo piipravuje ve forme, vhodné pro podani
inhibitoru IL-18 a antagonisty TNF soucasné, postupné nebo oddéleng.

12. Pouziti podle kteréhokoliv z narokt 1 az 11, pfi némz Ié¢ivo dale obsahuje inhibitor cyklo-
oxygenazy COX.

13. Pouziti podle naroku 12, pfi némz inhibitorem COX je inhibitor COX-2.

14. Pouziti podle kteréhokoliv z narokii 1 az 13, pfi némz se inhibitor IL-18 pouZije v mnozstvi
0,0001 az 10 mg/kg télesné hmotnosti.

15. Pouziti podle kteréhokoliv z narokii 1 az 14, pfi némz se inhibitor IL-18 pouZije v mnoZstvi
0,01 az 5 mg/kg télesné hmotnosti.

16. Pouziti podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 14, pii némz se inhibitor IL—18 pouZije v mnoZstvi
0,1 az 3 mg/kg télesné hmotnosti.

17. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 1 az 14, pfi némz se inhibitor IL-18 pouZzije v mnoZstvi
1 a7 2 mg/kg télesné hmotnosti.

18. Pouziti podle kteréhokoliv z narokd 1 az 13, pii némz se inhibitor IL—-18 pouZije v mnoZstvi
0,1 az 1000 pg/kg télesné hmotnosti.

19. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 1 az 14, pfi némz se inhibitor IL-18 pouZije v mnoZzstvi
1 az 100 pg/kg télesné hmotnosti.

20. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 1 az 14, pfi némz se inhibitor IL-18 pouZije v mnoZstvi
10 az 50 pg/kg té€lesné hmotnosti.

21. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 1 az 20, pfi némz se inhibitor IL—18 nachazi ve forme,
vhodné pro podkoZzni podani.

22. Pouziti podle kteréhokoliv z narokii 1 az 20, pfi némz se inhibitor IL-18 nachazi ve formé,
vhodné pro nitrosvalové podani.

23. Pouziti podle kteréhokoliv z narokii 1 az 22, pfi némz se inhibitor IL-18 nachézi ve formé,
vhodné pro kazdodenni podani.

24. Pouziti podle kteréhokoliv z narokd 1 az 22, pfi némz se inhibitor IL-18 nachazi ve formé,
vhodné pro podani ob den.

25. Pouziti expresniho vektoru s obsahem kédové sekvence pro IL-18 vazebny protein pro
vyrobu 1é¢iva pro 1éeni nebo prevenci alkoholické hepatitidy.
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26. Pouziti podle naroku 25 pro genovou terapii.

27. PouZiti buriky, ktera byla geneticky modifikovéana k produkci IL-18 vazebného proteinu, pro
vyrobu lé€iva pro Ié¢eni nebo prevenci chronického poskozeni jater alkoholickou hepatitidou.

15 vykresi
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