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(s4)  Eljaras IL-4-et tartalmazé, non-Hodgkin malignus limfoma kezelésére
szolgalé gyogyszerkészitmények eléallitasara

(57) KIVONAT

A taldlmaény tdrgya eljaras interleukin-4-et (IL-4) hatd-
anyagként tartalmaz6, non-Hodgkin malignus limfo-
ma kezelésére szolgdlé gydgyszerkészitmények els-
allitdsara.

A leirds terjedelme: 8 oldal (ezen beliil 2 lap dbra)

A taldlmény szerinti eljdrassal elGéllitott gyogy-
szerkészitmények ismert eljardssal elgdllitott JL-4 ha-
téanyagot tartalmaznak.
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A taldlmany tdrgya eljards interleukin-4-et (IL-4) hatd-
anyagként tartalmazd, non-Hodgkin malignus limfoma
kezelésére szolgdlé gydgyszerkészitmények elGalli-
tdsdra.

A taldlmany szerinti eljardssal elGallitott gydégy-
szerkészitmények ismert eljirdssal, azaz a bejelenté-
siink el6tt ismert, a technika 4llasdhoz tartozé barmely
eljdrassal elgallftott IL-4 hatdanyagot tartalmazhatnak.

Az interleukin-4 (a tovabbiakban ,,JL-4"), mas né-
ven B-sejt serkent§ faktor — ,,B Cell Stimulatory Factor
1” vagy BSF-1 — els§ ismertetése M. Howard és mun-
katédrsai nevéhez flizédik [J. Exp. Med. 155, 914-923
(1982)], akik olyan, T-sejt eredetii novekedési faktor-
ként frtak le, amely kiilonbozik az IL-2-tdl, és amely
lehetdvé teszi normél egér B-limfocitdk hosszan tarté
szovettenyészetének létrehozdsat, és amely kolcsonha-
tdsba lép az aktivalt B-limfocitdkkal, és ily mddon
proliferacidjukat akar 4 hénapon keresztiil is fenntartja.
Bér a tenyésztés beinditisira kevert B-limfocita ex-
plantatumokat hasznélnak, gy tlinik, hogy az éretlen
fenotfpusd B-limfocitdkat az IL-4 kiilonosen serkenti
szovettenyészetben. [Lasd példdul: C. Peschel et al., J.
Immunol. 142, 1558-1568 (1989)]. Trenn és munkatar-
sai arrél szdamoltak be tovabba [J. Immunol. 740, 1101-
1106 (1988)], hogy az IL-4 serkenti citotoxikus T-sej-
teknek nyugvé egér T-limfocitdk Lyt-2+ szubpopuléci-
6jabdl torténd kifejlgdését.

Az egér IL-4 gént COS-7 sejtekben klénoztdk és
fejezték ki [T. Otsuka et al, Nuc. Acids. Res. 15, 333-
334 (1987)]. A klénozott faktor minden olyan tulajdon-
sdggal (aktivitdssal) rendelkezett szovettenyészetben,
melyek a T-sejttenyészet feliiliisz6jdbo! tisztitott faktor
esetében lithaték. A humén IL-4 gén klénozdsat és
kifejezését N. Arai és munkatédrsai [J. Immunol. /42,
274-282 (1989)] és T. Yokota és munkatdrsai [Proc.
Natl. Acad. Sci. 83, 5844-5848 (1986)] ismertették
azzal a faktorral, melyet az eredeti (nativ) molekuldhoz
hasonlé aktivitdsi COS-7 sejtek termelnek, szdvette-
nyészetben vizsgdlva. Mivel az IL-4-et mind emberi,
mind egér sejtrendszerekben tanulmanyoztdk, az aldbbi
in vitro jellegzetességeket sikeriilt még a molekuldval
kapcsolatban felfedezni:

i) az IL-4 fontos szerepet jitszik az IgE szintézis
beinditdsdban (indukci6jédban) és szabélyozésdban, ab-
ban a folyamatban, amely akkor megy végbe, amikor a
B-limfocitak szubpopuldcidinak prolifericigjat eld-
idézziik (indukéljuk) [Pene, J., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85, 6880-6884 (1988)]: ii) az II-4 alacsony affini-
tasd Fce receptorokat (CD23) indukdl szovettenyészet-
ben, normal emberi B-limfocitdkon [T. De France et
al., J. Exp. Med. 165, 1459-1467 (1987)]; iii) az IL-4
rendkiviil pontosan meghatdrozhaté médon 1ép kol-
csonhatdsba egyéb limfokinekkel, nevezetesen az y-in-
terferonnal [R. L. Coffman et al., Immunol. Res. 102,
5-27 (1988); Pene et al., J. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85, 68806884 (1988)], valamint a T-sejtekke! [R. L.
Coffman et al, 1dsd el6bb; Pene et al., ldsd el6bb M.D.
Widmer et al., Nature 326, 795-798 (1987)] B-sejt
proliferdcio és alteracié 1étrehozdsa céljabdl; és végiil
iv) az IL-4 fokozza az MHC II osztdlyba tartozé anti-
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gén kifejezését nyugvé B-sejteken [R. Noelle et al,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6149-6153 (1984)].
T-R. Mosmann és munkatirsai [J. Immunol. /38,
1813-1816 (1987)] arrél szdmolnak be, hogy az 1-90.
és 129-149. aminosavszekvencia tekintetében 50%-
ban homoldég humén és egér IL-4 fajspecifikus.
Emberek esetében végzett vizsgdlatok azt mutattak,
hogy az IL-4 befolyésolja a monoklondlis B-sejt tumo-
rokat. S. Karray és munkatdrsai [J. Exp. Med. 168,
85-94 (1988)] arr6l szdmolnak be, hogy a humén IL-4
gatolja in vitro kériilmények kozott a B-tipust kréni-
kus limfocit4s leukémia (B-CLL) sejtjeinek IL-2-fiiggd
prolifericiéjat. T. De France és munkatérsai [J. Exp.
Med. 168, 1321 (1988)] arrél szdmolnak be, hogy az
IL-4 gatolja az IL-2-vel aktivdlt humén sejtek in vitro
proliferaciéjat, differencidléddsukat azonban nem be-
folyasolja [ldsd még D. E Jelinek et al., J. Immunol.
141, 164 (1988)]. C. M. Higuchi és munkatérsai [Can.
Res. 49, 6487-6492 (1989)] arrdl szamolnak be, hogy
az [L-2-vel elGzetesen aktivalt, human periférids vérbdl
szarmaz6 limfocitdkban az IL-4 limfokin 4ltal aktivdlt
sejtol§ aktivitdst (LAK — lymphokine-activated killer
activity) valt ki. J. J. Mule és munkatdrsai [J. Exp.
Med. 166, 792-797 (1987)] ismertetik, hogy egér ere-
detd rendszer esetében az dnmagédban alkalmazott IL-
4-gyel vagy IL-2-vel valé6 kombindciGjdval kezelt,
nyugvé szplenocitdk LAK aktivitdst hoznak létre — in
vitro koriilmények kozott — friss, szingen(et)ikus tu-
morsejtekkel szemben. G. Forni és munkatdrsai [Int. J.
Can. Sup. 4, 62-65 (1989)] arrél szdmolnak be, hogy a
tumorellenes aktivitds oly médon vélthatd ki, ha egér
eredeti Il-4-et injektdlunk a tumorral dsszekottetésben
4ll6 nyirokcsomé koré tovabbd arrdl, hogy amikor az
IL-4-et human [L-1B-b6l szdrmaz$ nonapeptiddel
kombin4ljuk, igen erételjes (aktiv), limfokin 4ltal akti-
vélt tumor gétlds (LATI-lymphokine-activated tumor
inhibition) figyelheté meg. J. J. Mule és munkatérsai
[J. Immunol. 142, 726-733 (1984)] gy vélik, hogy az
egér eredeti IL-4 4ltal indukdlt sejtek legfontosabb
fenotipusara az (aszialo) -GM;, Thy*, Lyt?*, T>* feliile-
ti kifejezése jellemz, tovabbé, hogyaz IL-2 és IL-4
kombin4ci6javal létrehozott LAK sejtekben novekszik
a szemcsékhez kotott szerin-észterdz koncentricidja.
D. I. Peace és munkatdrsai J. Immunol. 140, 3679—
3685 (1988)] arrél szdmolnak be, hogy az IL-4 4ltal
kivéltott LAK aktivitds két kiilonbozG sejttipussal 4ll
osszefliggésben, ezek egyike NK-szertf (NK 1.1%, Lyt>),
a masik pedig T-sejt-szerd (NK 1.1 , Lyt**). R. L
Tepper és munkatdrsai [Cell 57, 503-512 (1989)] leir-
jak, hogy egér IL-4-gyel transzfektdlt egér tumor-sejt-
vonalak szaporoddsa in vivo koriilmények kozdtt ga-
tolhat6, de amennyiben az IL-4-gyel transzfektdlt tu-
morsejteket dsszekeverjiik IL-4-gyel nem transzfektdlt
tumorsejtekkel, in vivo koriilmények koézott a nem ke-
zelt tumor novekedésének gdtldsa jon létre, amennyi-
ben a kétféle tumorsejt egyiittesen fordul eld. R. L
Tepper és munkatdrsai arrdl is beszdmolnak, hogy ami-
kor a nem kezelt tumor disztilisan helyezkedik el az
IL-4-gyel kezelt tumortdl, gétlds nem volt megfigyel-
het6. R. I. Tepper végiil azt is ismerteti, hogy valamely



1 HU 210009 B 2

citokin ~ példdul IL-2 vagy IL-4 — parenterélis adago-
ldsa. a tumort hordozé 4llatnak azért nehéz, mert a
faktor felezési ideje rovid (ez a helyzet az IL-2 eseté-
ben), tovdbba azért is, mivel a citokint olyan mennyi-
ségben kell nyerni, amely eléggé nagy ahhoz, hogy
hatékony dézisszinteket érhessiink el. G. D’Orazi és
munkatdrsai {Proceeding of the American Association
for Cancer Research 31, 252 (1990. mdrcius, Abstract
No. 1490)] lefrjak, hogy az IL-4 tumorellenes vélaszre-
akciot valtott ki sz6rtelen egér modell esetében.

Meglepd médon azt tapasztaltuk, hogy a non-
Hodgkin malignus limfoma kiilénb6z8 el6fordulasi
alakjai kezelhetSk olyan gydgyszerkészitményekkel,
amelyek hatanyagként IL-4-et tartalmaznak.

A taldlmédny térgya tehét eljards gydgyszerkészit-
mények elddllitiséra, amelyek hatéanyagként ismert
médon el&éllitott IL-4-et tartalmaznak és non-Hodgkin
malignus limféma kezelésére alkalmasak.

A taldlmdny szerinti eljérdssal elGllitott gydgy-
szerkészitmények ismert eljérdssal, azaz a bejelenté-
stink eldtt ismert, a technika 4lldsahoz tartozé barmely
eljarassal elGallitott IL-4 hatéanyagot tartalmazhatnak.

A taldlmédny szerinti gyégyszerkészitménnyel a
non-Hodgkin malignus limfoma novekedése, terjedése
gatolhaté vagy visszafejlGdése érheté el az immunva-
lasz kivéltdséval vagy fokozasdval.

Taldlményunk részletesebb megvildgitdsdra szol-
gdlnak az 1. és 2. dbrdk (az abszcisszdn az IL-4 kon-
centrdcija egység/ml-ben, az ordindtdn a percenkénti
beiitések szdma van feltiintetve).

Az 1. bra az IL-4 in vitro ndvekedésgitlé hatdss-
nak dézishatds gorbéjét szemlélteti a nyirokcsomdkbdl
nyert, rosszindulati B-sejtek IL-2-vel kivltott prolife-
récidjara.

A 2. 4bra az IL-4 novekedés-gdtlé hatdsdnak dézis-
hatds gorbéjét szemlélteti a taldlmany értelmében, a
nyirokcsomékbél nyert, rosszindulati B-sejtek anti-

Ig M-mel kivéltott proliferdcidjara.

A tovébbiakban a taldlmdanyt annak példaszerd kivi-
teli alakjai segitségével ismertetjiik részletesebben.

A taldlmanyi lefrdsban a ,B-sejtes rosszindulatd
daganat”, illetve a ,,malignus B-sejt” kifejezést abban
az €értelemben haszndljuk, hogy azok az alacsony, ko-
zepes, illetve magas malignitasi fokd B-sejt tumorok és
B-sejt neoplazmdk széles skdldjara utalnak, ide sorolva
—nem korlédtoz? jelleggel — a leukémids eredetd B-sej-
teket, példdul a krénikus limfocitds leukémidk (a to-
vébbiakban ,,CLL” — chronic lymphocytic leukemia)
B-sejtjeit, a B-sejtes limfomék (beleértve a non-Hodg-
kin malignus limféma, a tovabbiakban ,NHML”) B-
sejtjeit, a centroblasztos-centrocitds limfémat, a folli-
kuldris kis hasadt sejtes (,,FSC” — follicular small-clea-
ved cell) B-sejt limfémdt, a diffiz kis hasadt sejtes
(,DSC” - diffuse small-cleaved cell) B-sejt limfomat,
a kis nem-hasadt sejtes (,,SNC” — small non-cleaved
cell) B-sejt limfémat, az immunblasztos nagy sejtes
(,,IBS”) B-sejt limfémat, a kis sejtes limfocitds
(,CL”) B-sejt limfomdt és a diffdz nagy sejtes
(,LDLC”) B-sejt limfémat, valamint azokat a B-sejtes
limfémakat, amelyeket R. A. Miller és munkatdrsai
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ismertetnek [New England J. Med. 321, 851-856
(1989)]. ‘

Egy in vitro, preklinikai vizsgdlatban azt tapasz-
taltuk, hogy a taldlmdny szerint adagolt IL-4 gétolta a
malignus B-sejtek interleukin-2 (,,IL-2") indukalta pro-
lifer4cigjat tizenhat (16) krénikus limfocitds leukémids
(,,CLL") beteg koziil tizendtben (15), valamint tiz (10)
alacsony malignitési fokid limféméban szenvedd beteg
koziil hétnél (7). Egy klinikai vizsgdlat sordn 5 mikro-
gramm/kg/nap dézisban IL-4-et adtunk be szubkutdn
bélusz injekcid formajdban tiz betegnek, kozottik egy
CLL-es és egy alacsony fokozatd limfémds betegnek.
Az emlftett limfémds betegnél a nyirokcsomok és a 1ép
nagysdganak gyors csokkenése (zsugoroddsa) volt
megfigyelhetS, a CLL-ben szenvedd betegnél pedig 6
6raval az egyszeri, 5 pg/kg dézisd, szubkutin IL-4
injekcié beaddsa utdn — tobb, mint hdromszoros csok-
kenés kovetkezett be a keringd B-sejtek szdmdaban.

Egy in vitro vizsgdlatban kimutattuk, hogy az IL-4
gdtolja a frissen izoldlt non-Hodgkin malignus limfo-
ma (a tovdbbiakban ,NHML”) B-sejtjeinek in vitro
proliferativ vélaszreakcigjat. Ezen, in vitro, anti-proli-
fercids (proliferciG-gdtlast vizsgdld) vizsgélat céljara
a leukémids NHML B-sejteket oldhatatlannd tett anti-
IgM antitestekkel vagy a Staphylococcus Aureus Co-
wan-féle 1-es térzsével (a tovdbbiakban ,,SAC”) akti-
viltuk. A leukémids NHML B-sejtek esetében 9 koziil
8-ndl az IL-2 volt az egyetlen olyan citokin/B-sejt
novekedést elGsegitd faktor, amely szignifikénsan és
reprodukdlhaté médon stimuldlta a DNS-szintézist
ezekben, a feliileti Igs-eiken keresztiil aktivdlt NHML
B-sejtekben. Az IL-4 erSteljesen gétolta azokat a proli-
ferativ jelzéseket, amelyeket onmagukban az anti-Ig
reagensek, illetve az IL-2 és az anti-Ig reagensek kom-
bindcidja kozvetitett az NHML B-sejtek felé. Ezek az
in vitro adatok azt mutatjak, hogy elssorban az IL-4
biztositja a novekedést gétld jelzések eljutdsit az
NHML B-sejtekhez, amely B-sejtek aktivildsa feliileti
Ig-receptoraik révén torténik. Ezen in vitro eredmé-
nyek alapjan azt vdrhatjuk, hogy az IL-4 hatékonyan
alkalmazhat6 lehet a magas malignitdsi fokd (érett, j6l
differencidlt) B-sejtes rosszindulatd folyamatok klini-
kai kezelése sorén.

A taldlmadnyi leirds értelmében a ,,B-sejtes rosszin-
dulatd daganatok kezelése” kifejezés a taldlmany sze-
rint alkalmazott IL-4 adagolds hatdsdra kialakulé B-
sejt ellenes valaszreakcidk széles tartomdanyat oleli fel,
mégpedig a kovetkezbket: (1) a B-sejtes rosszindulati
daganat visszafejlddésének (regresszidjanak) kivaltdsa;
(2) a malignus B-sejtes daganatok novekedésének gét-
ldsa; (3) a malignus B-sejtek proliferdciéjanak gatldsa;
(4) olyan hatékony immunvélasz kivaltdsa, amely gé-
tolja a malignus B-sejt tumor novekedését, illetve a
malignus B-sejtes tumor regresszi6jat hozza létre; és
(5) a hatékony immunvélasz fokozdsa a malignus B-
sejt tumorok novekedésének gatldsa, illetve visszafej-
16désiik kivaltdsa érdekében, emlGsok esetében. A ta-
lalmény értelmében alkalmazott IL-4 hidnyédban bizo-
nyos eml8sok vélaszreakcidja nem eléggé erds €s nem
eléggé gyors ahhoz, hogy kivdlthassa a malignus B-sejt
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tumorok ndvekedésének gitldsét, illetve a malignus
B-sejtes daganatok regresszi6jdt, sikeriilt azonban
olyan hatékony eljardsokat taldlnunk, amelyek sordn a
malignus B-sejt tumort hordozé eml8sknek az IL-4 —
elénydsen a rekombindns IL-4 — olyan mennyiségét
adagoltuk, mely valamennyi emlitett cél tekintetében
hatékonynak bizonyul.

A taldlmdny szerint barmilyen el6nyds IL-4-alkal-
mazhat6. Nemrégiben szdmos laboratdriumban sikerdilt
az IL-4 komplementer DNS-ek (cDNS-ek) klénozédsa
és szekvendldsuk [példdul Yokota et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83, 5694-5898 (1986) (humdn)] Lee et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 2061-2065 (1986)
(egér): Noma et al., Nature 319, 640-646 (1986)
(egér); Genzyme Corporation, Boston, Massachusetts
(humin és egér)]. Nem rekombindns IL-4 klénozésa is
sikeriilt tovdbba kiilonb6zd tenyészetek feliiltisz6ibdl
[példaul Grabstein et al., J. Exp. Med. 163, 1405-1413
(1985) (egér); Ohara et al., J. Immunol. /35, 2518-
2523 (1965) (egér BSF-1)]. A fenti cikkekben foglaltak
a taldlmédny szempontjdbdl referenciaként e tekinthe-
t6k, a DNS-sel és az aminosavszekvencidval kapcsola-
tos, valamint azon mdédszerekre vonatkozd tanitdsaik
tekintetében, amelyek segitségével elényos, a taldl-
mény szerint felhasznalhaté IL-4 anyagok 4llithatSk
eld.

A taldlmdny szerinti eljaras sordn felhasznalt IL-4
elénydsen emberi IL-4, legelényosebben pedig az aldb-
bi kozlemények 4ltal ismertetett szekvencidjd humdn
véltozat: 1. Yokota és munkatdrsai, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 83, 5894-5898 (1986) és a 87/02990 szdmd,
1987. méjus 21-én kozzétett PCT szabadalmi bejelen-
tés; ezen IL-4 kifejezése és izoldldsa E. colib6l tortént.

A fenti cikkben, és PCT szabadalmi bejelentésben
foglaltak referenciaként tekintenddk a taldlményi leira-
sunk szempontjabél.

A taldlminy értemében emlSsoknek az IL-4 haté-
kony mennyiségét adagoljuk a malignus B-sejt tumor
novekedésének gitldsa, a malignus B-sejt tumor reg-
resszidjanak elGidézése, valamint hatékony immunva-
lasz kivéltdsa céljabél, miltal a malignus B-sejt tumor
novekedésének gétldsa, a B-sejt tumor regresszidja
(visszafejlddése) hozhat6 1étre, illetve a hatékony im-
munvélasz fokozdsdval is kivélthaté a B-sejtes tumor
ndvekedésének gétldsa, illetve az ilyen tumor regresz-
szi6ja. El6nyos adagolds esetén koriilbeliil 0,25 és ko-
riilbeliil 15 mikrogramm kozotti mennyiségd IL-4-et
alkalmazunk naponta tomegkilogrammonként, elényo-
sen olyan humdn IL-4-et (,,hIL-4"), melyet E. colibdl
vagy CHO sejtekbdl dllitunk el rekombinans eljdras-
sal, még elénydsebben E. colibdl kivont rekombindns
hIL-4-et. Még elGnyosebben az emlSsdknek naponta
koriilbeliil 5 és koriilbeliil 15 mikrogramm kozotti
mennyiségli rekombindns hIL-4-et adunk testtomegki-
logrammonként, legelSnydsebben pedig az emldsdk
kériilbeliil napi 5 és 10 mikrogramm koz6tti mennyisé-
gl rekombindns hIL-4-et kapnak testtdmegkilogram-
monként, egyszeri vagy tobb részre osztott dézisokban.

Az adagolds mennyisége, gyakorisdga és idStarta-
ma kiilénboz4 tényezdk fiiggvénye, ilyenek példdul a
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neutrofil sejtek szdma és a monocitdk szdma (példdul a
monocitopénia vagy a granulocitopénia sdlyossdga), a
beteg életkora, taplaltsdga, stb. Az IL-4 adagoldsa kez-
detben 4ltalaban naponta torténik, és periodikusan a
beteg egész élete folyaman folytatédhat. Az adagolt
mennyiség nagysdga és az adagolds gyakorisiga oly
médon hatdrozhaté meg, hogy kezdetben gyakran
ellendrizziik a neutrofil sejtek szdmat és az IL-4-nek az
antitestszintek novekedésére gyakorolt hatdsdnak
nagysdgat.

Az adagolds médja lehet intravénds, parenterdlis,
szubkutdn, intramuszkuldris vagy pedig barmilyen
egyéb elfogadhaté szisztémds eljdrds. Az IL-4 adagold-
sa torténhet barmilyen hagyomanyos adagoldsi forma-
ban. A parenteralis készitmények kozé tartoznak a ste-
ril oldatok és a szuszpenzik. Azon dézisok, melyek
meghaladjdk a koriilbeliil 10 és koriilbeliil 15 mikro-
gramm rekombindns IL-4 mennyiséget testtomegkilo-
grammonként, elénydsen intravéndsan vagy szubkutdn
eljardssal (példdul szubkutdn bélusz formdjdban) ada-
golanddk emberek esetében.

A fenti adagoldsi formdkban létrehozott gyégyszer-
készitmények elbdllitdsa sordn bdrmilyen, hagyomd-
nyosan alkalmazott, gy6gyszerészeti szempontbdl elfo-
gadhat6 kétSanyag és adalékanyag felhaszndlhatd, ha-
gyomdnyos eljdrdsok alkalmazasaval.

Jelenleg az IL-4-et eldnydsen szisztémésan — injek-
ci6 formdjdban — alkalmazzuk, el6nydsen szubkutdn
bélusz vagy intraperitonedlis injekci6 vagy pedig intra-
vénds injekci6é formdjdban. Az alkalmazandé oldatok
lehetnek helyredllitott (rekonstrudlt) liofilizalt porok,
melyek tartalmazhatnak tovdbbd tartésité szereket,
puffereket, diszpergdl6 szereket, stb. is.

Az IL-4 helyredllitdsa (rekonstrudldsa) elonydsen
10 mM citrdt-pufferrel és tart6sité szertSl mentes steril
vizzel torténik oly médon, hogy a maximadlis koncent-
réci6 ne Iépje tiil a 100 mikrogrammot milliliterenként,
az adagolds pedig szisztémdsan torténik szubkutdn in-
jekci6, intraperitonedlis injekci6 vagy folyamatos int-
ravénds infiizid, illetve intravénas injekcié formdjéban.
Folyamatos infiizi6 esetében a napi dézist 5 ml normél
séoldathoz adhatjuk hozzd, az oldat infiiziés formdban
torténd bevitelét pedig mechanikus pumpa vagy a gra-
vitdci6 segitségével biztosithatjuk.

Az IL-4-nek a B-sejtes rosszindulati daganatokra
gyakorolt hatdsat tobbek kozott a nyirokcsomdk és a
1ép zsugoroddsdval (nagysdginak csokkenésével), a
kerings malignus B-sejtek szdmdnak csokkenésével,
valamint a tumor térfogatinak csokkenése alapjan [en-
nek mérése standard technikdk, példdul mérdkorzd,
rontgenvizsgilat és MRI (mégneses rezonancia vizsgé-
lat). segitségével torténhet], valamint annak alapjén,
hogy az ilyen eml6sok élettartama, illetve tilélése
megndvekszik, amint azt az aldbbi kisérleti terv alapjdn
megdllapithatjuk.

Példa

ANYAGOK ES MODSZEREK

A malignus (leukémids) B-sejtek izoldldsa és tiszti-
tdsa
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A kérszdvettani mintdkat Pr. Sotto (Hospital Albert
Michallon, Grenoble, France), Dr. J. F. Rossi (Hospital
Val d’ Aurelle, Montpellier, France) és Dr. J. P. Magaud
(Hospital Edouard Herriot, Lyon, France) biztositotta
szdmunkra. A vizsgilat céljara kilenc olyan beteget
vélasztottunk, akik a mitétet megelz6 négy hénap
folyamdn nem részesiiltek kemoterdpids kezelésben, és
- diagnézisuk - a Kiel-féle osztdlyozds szerint — ala-
csony malignitdsi fokd non-Hodgkin, non-Burkitt B-
sejtes malignus limfoma (NHML) volt. A feldolgozdsra
keriils mintdk kozil 5 nyirokcsomé-eredeti (EMZ,
GAN, PP, MAI, PRO), 4 pedig 1ép-eredeti volt (BOU,
DEL, BRE, THE). A szervek acélbdl késziilt sz(irén
keresztiil torténg szétmorzsoldsa, valamint a sejtszusz-
penzié Ficol/Hypaque grddiensen torténd centrifugd-
ldsa utdn mononukledris sejteket nyertiink. A B-sejtek
tisztitdsa céljabdl a mononukledris sejteket elGszor ju-
hokt6l nyert vorosvérsejtekkel E-rozettaképzésnek ve-
tettiik ald. A rozettdt nemn képezé sejtek (E frakcid) ezt
kovetben inkubdldsra keriiltek anti-T-sejtek (anti-CD3,
anti-CD2) és anti-monocita (anti-C DI4) monoklonilis
antitestek keverékével. A visszamarad6 nem-B-sejteket
ezutdn eltdvolitottuk az E sejtpopuldciébél, anti-egér
IgG-vel bevont mdagneses golydkkal (Dynabeads,
Dynal, Oslo, Norway) végzett inkubélds utdn.

Reagensek

Oldhatatlann4 tett anti-IgM antitesteket szereztiink
be a BioRad Laboratories-tl (Richmond, CA) és
10 ug/ml-es végsd koncentrdciéban haszndltuk fel.
Staphylococcus Aureus Cowan I-es térzsébe tartozd
(SAC) formalinozott részecskéket — Pansorbin — sze-
reztiink be a Calbiochem-Behring Corporationtél (La
Jolla, CA). A SAC-ot 0,005%-o0s (témeg%) végss kon-
centracidban alkalmaztuk.

Citokinek

Tisztitott rekombindns IL-2-t (3%10° U/ml) szerez-
tiink be az Amgen Biologicals (Thousand Oaks, CA)
cégtdl, és 20 U/mles végsé koncentricidban haszndl-
tuk, melyet optimélisnak taldltak az oldhatatlann4 tett
anti-IgM antitestekkel ko-stimuldlt normdlis B-sejtek
optimélis szaporodasa szempontjdbol.

A tisztitott rekombindns humén IL-4-et (melyet E.
colibél nyertek, koncentriciéja 1x107 U/mg) Dr. P.
Trotta és Dr. T. L.

Nagabhushan (Schering-Plough Research, Bloom-
ferld, NJ) bocsdjtotta rendelkezésiinkre. Ezekben a ki-
sérletekben az IL-4-et 500 U/ml-es végsS koncentraci-
6ban hasznaltuk, mely a B-sejtek szaporoddsdt maxi-
malis mértékben serkenti, oldhatatlannd tett anti-IgM
antitestekkel aktivélt, normdl B-sejtekkel nyert becslé-
sek alapjan.

Tenyészetek

A kilenc tisztitott leukémids NHML B-sejtet Isco-
ve-féle tdptalajban tenyésztettiik (Flow Laboratories,
Irvine, CA) amelyet 50 Ng/ml humén transzferinnel
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), 0,5% szarvas-
marha szérum-albuminnal (Sigma), 5 pg/ml szarvas-
marha inzulinnal (Sigma), 5% szelektélt, hGvel inakti-
vélt fotdlis borji-szérummal, 100 U/ml penicillinnel,
100 pg/ml Streptomycinnel (a fentiek mindegyikét a
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Flow Laboratories-t6] szereztiik be) és 105 M B-mer-
kaptoetanollal (Sigma) egészitettiink ki. A proliferdcics
vizsgélatok céljabsl 1x10° leukémids B-sejtet 100 pl
tenyésztd kozegben vékony rétegben felvittiink kerek
aljd mikrovdjatokba, majd 5% szén-dioxidot tartalma-
z6, nedvesitett légkdrben, 37 °C hdmérsékleten, 5 na-
pon keresztiil inkubdltuk PBA-SAC poliklondlis B-sejt
aktivétorok, illetve oldhatatlannd tett anti-Ig M antites-
tek Fs/vagy IL-4 (500 U/ml) és/vagy IL-2 (20 U/ml)
faktorok jelenlétében, amelyeket a tenyésztés megkez-
désekor adtunk hozz4 a sejtkultiirdhoz. A DNS-szinté-
zist (3H)-timidinnel jelzett sejtek a tovébbiakban
»(3H)Td R” radioaktivitdsdnak mérése révén dllapitot-
tuk meg a tenyésztési periddus utolsé 16 6rdja sordn. A
leukémids B-sejtmintdk vélaszreakcidinak heterogeni-
tdsa kovetkeztében a DNS szintézist a tenyésztés meg-
kezdését kivetd 4 kiilonboz6 idSpontban (a 3., 4., 5. és
6. napon) is felbecsiiltik. Az 1. tdbldzatban kozolt

. eredmények megfelelnek annak az idSpontnak, amikor
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a maximdlis stimuldciés indexet taldltuk. A (3H)Td R
inkorporéci6 percenkénti beiitésszamat (cpmx10%) hi-
romszoros meghatdrozasok dtlagaként fejeztiik ki.

A standard devi4ci6 sosem haladta meg az atlagér-
ték 10%-4t. Az eredményeket az 1. tdbldzat tartalmaz-
za.

Az IL-4-et magvizsgdltuk azon képessége szem-
pontjdbdl, hogy antagonizdlni képes-e az NHML B-
sejtek IL-2-re adott, proliferativ vélaszreakcidjat. Az
NHML B-sejtek 9 mintdjanak mindegyikét tehdt egyiitt
tenyésztettik IL.-2-vel (20 U/ml) és IL-4-gyel (500
U/ml), el6zetesen az aktivdlds szempontjab6l optima-
lisnak {télt anti-Ig reagens jelenlétében. Mivel a leuké-
mids sejtek az IL-2 szaporoddst elGsegité hatdsdra
adott vélaszreakcié id6-kinetikdja tekintetében is. kii-
lonboztek egymdstél, a DNS-szintézist a tenyésztés

_ megkezdését kdvets 4., 5., 6. és 7. napon is mértiik. Az

1. tdbldzatban ldthaté adatok minden egyes klén eseté- -
ben bemutatjdk a (3H)Td R azon szintjeit, melyeket az
IL-2-re adott proliferativ vélaszreakci6 csticsértékénck
megfeleld id6pontban mértiink. Egy kén (MAI) nem
mutatott szignifikdns szaporodasi valaszreakci6t IL-2-
re, illetve IL-4-re, egyik aktiviciés rendszerben sem,
ily médon ezeket az adatokat nem tiintettiik fel az 1.
tabldzatban.

8 eset koziil 7-ben az IL-4 nem fejtett ki szinergista
hatést az anti-Ig reagensekkel az NHML B-sejtek DNS-
szintézisének eldsegitése tekintetében. Egy kién (BRE)
azonban ellentétes valaszmintdzatot mutatott, és prolife-
réci6 volt megfigyethetd az IL-4-gyel és anti-IgM anti-
testekkel végzett tenyésztés sordn. A BRE kl6n kivételé-
vel valamennyi NHML B-sejtbdl szdrmaz6 minta szapo-
rodési valaszreakciét adott I.-2-re, Valamennyi, IL-2-re
reagdl6 klén esetében az IL-4 szignifikdnsan gdtolta a
sejtek IL-2 okozta proliferaciéjat. Az IL-4-nek a GAN je-
1 leukémids kl6n 1x10° sejtjén megfigyelt, IL-2 4ltal ki-
véltott, 0,005% SAC-kal és 10 U/ml IL-2-vel kostimu-
14lt, sejtszaporoddst gétl6 hatdsanak titrdldsa IL.-4 hidny4-
ban, illetve az IL-4 higit4si sorozatdnak jelenlétében tor-
tént. A (3H)Td R inkorporacié mérését a 4. napon végez-
tiik. Az . dbra egy olyan dézis-hatds gérbét mutat be,
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mely hdrom kisérlet eredményeit Ssszesiti és grafikus 4b-
rdzoldssal azt mutatja be, hogy az IL-2-re adott vélaszre-
akci6 teljes gétldsa mdr olyan alacsony IL.-4 koncentrécid
esetén is megfigyelhetd, mint a 16 U/ml.

A 2. dbra olyan dézis-hatds gorbét szemléltet, amely
grafikus dbrazoldssal Gsszegzi 4 kisérlet eredményeit, és
az IL-4-nek a PRC kl6n anti-IgM-indukilta proliferacié-
jara kifejtett, sejtszaporoddst gdtlé hatdsdt szemlélteti.
Ezeket a leukémids sejteket (1x10° PRO) oldhatatlann4
tett anti-IgM antitestekkel (10 mikrog/ml) stimulaltuk,
IL-4 higitdsi sorozatdnak tévollétében, illetve jelenlété-
ben. A (3H)TdR hozzdadédsa a 4 napos tenyésztési perié-
dus utols6 16 6rdja sordn tortént. A (3H)Td R inkorpora-
ciéja nem-stimuldlt tenyészetekben 346128 cpm volt. Az
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IL-4 gitolta tovdbbd a harom mésik NHML B-sejtminta
(BOU, EMZ, PRO) szaporodaésat is, amelyek mar szigni-
fikdns proliferativ vélaszreakciét mutattak feliileti Ig-ik
SAC-kal vagy anti-IgM antitestekkel valé kotSdésekor
(lasd 1. tabldzat és 2. dbra). Jelen vizsgdlatunkban azt
mutatjuk ki, hogy feliileti Ig receptoraikon keresztiil akti-
valt NHML B-sejtek nagy tobbségének DNS-szintézise
IL-2 segitségével stimuldlhat6. Bizonyos (a 9-bél 3) tu-
mormintdkn4l tgy is kivalthaté volt proliferativ valaszre-
akcid, ha exogén novekedési faktorok nélkiil, pusztdn a
feliileti Ig-k kétddése tortént. Az IL-4 nem csak ezen sej-
tek IL-2-re adott szaporoddsi vélaszreakcidjat gatolta
szignifikdnsan, hanem a magdra az anti-Ig reagensre lét-
rejott reakciot is.

1. tdbldzat
AZ IL-4 ANTI-PROLIFERATIV HATASAI FRISSEN IZOLALT NON-HODGKIN MALIGNUS LIMFOMA
(,NHML”) B SEJTEK! IL-2 ALTAL KIVALTOTT SZAPORODASARA

PBA= SAC? PBA= Anti-IgM
NHML B-sej tek>; BOU THE PP DEL GAN EMZ PRO BRE
Tenyészts kozeg 0,5 0,3 0,2 1,2 0,6 0,2 0,3 0,2
PBA* 214 2,3 6,2 0,6 0,6 18,2 64,8 24
PBA+IL-4% 11,9 2,0 3,0 1,6 4,0 7,8 30,1 9,1
PBA+IL-26 35,5 79 472 8,4 22,2 56,8 72,3 4,5
PBA+IL-2+IL-4 12,8 39 9,5 37 9,5 13,6 278 11,1

1. (3H)TdR inkorpordcié (cpmx1073), 5 nap miilva
mérve, és harom meghatdrozas; dtlagaként kifejez-
ve

SAC = Staphylococcus Aureus Cowan 1-es torzs

3. 1x10° NHML sejt, 5 napig 37 °C hémérsékleten
inkubélva

PBA = poliklonilis B-sejt aktivdtor

500 U/ml (E/ml) IL-4

20 U/ml (E/ml) IL-2

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljéras hat6anyagként IL-4-et tartalmazé gyégy-
szerkészitmények eldéllitdsara, azzal jellemezve, hogy
az ismert médon elGillitott hatéanyagot a szokdsos
gybgyszerészeti segédanyagokkal Gsszekeverve non-
Hodgkin malignus limfoma kezelésére alkalmas
gyogyszerkészitménnyé feldolgozzuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy non-Hodgkin malignus limfoma névekedését gat-
16 gy6égyszerkészitményt allitunk eld.
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3. Az 1. igénypont szerinti eljrds, azzal jellemezve,
hogy non-Hodgkin malignus limfoma terjedését gatlé
gyégyszerkészitményt allitunk els.

4. Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy non-Hodgkin malignus limfoma ndvekedését gat-
16 vagy visszafejlesztd hatdsos immunvélaszt kivaltd
gyobgyszerkészitményt dllitunk el§.

5. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy non-Hodgkin malignus limfoma novekedését gat-
16 vagy visszafejlesztd hatdsos immunvilaszt fokozé
gy6gyszerkészitményt allitunk elG.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy intravénds, intraperitonedlis
vagy szubkutdn beaddsra alkalmas gydgyszerkészit-
ményt allitunk elg.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljards,
azzal jellemezve, hogy 0,25-15 pg/kg testtémeg napi
IL-4 adagot tartalmazé gyGgyszerkészitményt dllitunk
eld.

8. Az 1-7. igénypontok bdrmelyike szerinti eljdrds,
azzal jellemezve, hogy IL-4-ként E. coli-b6l szdrmaz6
rekombindns humén IL-4-et alkalmazunk.
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