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(57) Anotécia:

Opisany je farmaceuticky prostriedok obsahujiici IL-4
a/alebo IL-10 alebo protilétky IL-4 a IL-10, spdsob vy-
roby tohto farmaceutického prostriedku a pouZitie tychto
latok. Tieto prostriedky si vhodné na lie€enie viacerych
ochoreni, akymi je proliferacia neoplastickych buniek
zavislych od interleukinu-2 (IL-2), hypersenzitivne re-
akcie neskorého typu (DTH), zdpalové &revné ochorenia
a na zosilnenie inhibicie produkcie cytokinu T bunkami
alebo na zvySenie produkcie y-interferénu (IFN-y).
Kombinécia IL-4 a IL-10 sa pouZiva na zosilnenie IL-10
sprostredkovanej inhibicie produkcie cytokinov T bun-
kami. IL-10 samotny alebo v kombinécii s IL-4 sa pou-
Ziva tieZ na inhibovanie hypersenzitivnych reakcii ne-
skorého typu.
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Farmaceuticky prostriedok obsahujici IL-4 a/alebo IL-10 alebo
protilatky proti IL-4 a IL-10, spbsob.-jeho vyroby a jeho pouZitie

Oblast techniky

Vynadlez sa tyka farmaceutického prostriedku, ktory obsahuje
IL-4 a/alebo IL-10 alebo protilatky proti IL-4 a IL-10, sp&sobu
jeho vyroby a jeho pouZitie. Vyndlez sa podrobnejSie tyka prost-
riedkov a spdsobu lieCenia proliferdcie neoplastickych buniek z&-
vislych od interleukinu-2 (IL-2), hypersenzitivnych reakcii ne-
skorého typu (DTH) a z&palovych ¢&revnych ochoreni a posilnenia
inhibicie produkcie <cytokinu T bunkami alebo zvy3enie produkcie
Y-interferénu (IFN-¥). Tieto prostriedky a spbsoby vyuZivaji
interleukin-4 (IL-4), interleukin-10 (IL-10) alebo ich kombina-
cie alebo antagonistov IL-4 a Il-1 ako neutralizujice protilatky.

Doteraisi stav techniky

Leukémie si heterogénnou skupinou novotvarov pochédzajidcich
od malignej transformacie hematopoéznych (krvotvornych) buniek.
M6Zu byt odvodené bud od lymfoidnych alebo myeloidnych typov bu-
niek. Transformované bunky primarne proliferuji v kostnej dreni
a v lymfoidnom tkanive, kde interferuji s normdlnou hematopoézou
a imunitou. M6Zu taktieZ emigrovat do krvi a infiltrovat do inych
tkaniv, Co c¢asto vedie k abnormdlnej distribicii rdéznych typov
buniek. Prikladmi leukémie je lymfotickd leukémia (ALL), akitna
myeloidnd leukémia (AML), chronickd myeloidnd leukémia (CML),
chronické& lymfocytickd leukémia (CLL), leukémia vlasovych buniek
a leukémia dospelych T buniek (ATL). Leukémie sa typicky charak-
terizujd bud ako akitne alebo ako chronické, podla povahy klinic-

kého priebehu.



Lynfémy, na rozdiel od leukémie, neoplastickej transforméacie
buniek, sa vyskytuji prevaZne v lymfoidnych tkanivadch. Lynmfémy sa
typicky delia na Hodgkinovu chorobu a ne-Hodgkinove lymfémy. Pri
Hodgkinovej chorobe v&&Sina buniek predstavuje malé lymfocyty
s T bunkovym fenotypom. Viac ako 90 % vZetkfch pripadov
ne-Hodgkinovych lymfémov predstavuje derivaty B buniek.

LieCenie v&é3iny tychto ochoreni nie Jje dosial dGplne
Usped8né. Dosial zndma technika sa primidrne sistreduje na pouZitie
chemoterapie a oZarovania, avSak aZ do dne3ka 'toto liedenie
obyéajne stroskotdva pre dlhodobi remisiu alebo pre dlhodobi
opateru. Existuje teda potreba bezpe&ného a spolahlivého spdsobu
liedenia tychto ochoreni, zvlast tych, pri ktorych proliferacia

neoplastickych buniek zavisi od IL-2,.

IFN~-¥ e potenéionélnym aktivatorom makrofagov, ktoré si
zodpovedné za obranu hostitela proti réznym infekénym Cinidlam
a ochoreniam. Kvdli dbleZitej dlohe IFN-} v obrane proti infek-
cidm, si potrebné také prostriedky a spdsoby, ktoré mdiu zvyso-
vat produkciu IFN-V.

Imunitny systém prind8a pofetné prirodzené a adaptivne imu-
nitné reakcie, dve rozsiahle kategdérie, ktoré sa nazyvaji humo-
ralna a bunkovad imunitnd odpoved. Humorédlna odpoved sa v SirSom
slova zmysle t¥ka produkcie protildtok a pbsobenia B-buniek, vréa-
tane buniek plazmy. Bunkovad imunita je sprostredkovana bunkanmi,

vridtane T-buniek, monocytov, makrofagov a histiocytov.

T-bunky mbdZu byt roidelené do kategdérii podla rdéznych
funkcii alebo znakov. Napriklad T-bunky je moZné klasifikovat ako
T pomocné bunky alebo T supresorické bunky. T-bunky méZu byt tieZ
aktivované, takZie sa stavaji cytotoxickymi, alebo vytvarajia iné
Specializovanej3ie funkcie. Normdlne maji T-bunky a B-bunky také
interakcie, Xtoré mdZu v istom rozsahu regulovat vzajomna
aktivitu, vid napriklad Paul (red.): Fundamentals od Immunology,
druhé vydanie, Raven Press, New York (1989).



V réznych antigénoch méZu prevladat bud bunkové alebo humo-
ralne odpovede, typicky vzédjomne vyluénym spdsobom. N&stup
niektorych ochoreni, napr. lepry, leishmanidézy a niektorych typov
autoimunity, méZe byt zapricineny nevhodnou prevahou jednej trie-
dy odpovede‘ nad druhou , vid Mosmann a kol.: Immunol. Today 8,
223 (1987) ; Mosmann a kol.: Ann. Rev. Immunol. 7, 145 (1989) ;
Parish: Transplant Rev. 13, 35 (1972) a Liew: Immunol. Today 10,
40 (1989).

Jednym z mechanizmov, ktorymi je imunitny systém regulovany,
zahriiuje produkciu proteinov, ktoré sa volaji cytokiny. Lymfokiny
si cytokiny produkované T-bunkami a niektorymi B-bunkami. Monoki-
ny si cytokiny produkované monocytmi. Cytokiny, ktoré mdézZu byt

glykozylované, sprostredkovavaju mnohé imunitné odpovede.

IL-4 je cytokin,'ktori je schopny stimulovat produkciu pro-
tilatky produkujicej B-bunky, ktord tieZ podporuje rast niciacich
T~buniek alebo cytotoxickych buniek. IL-4 mbdZe tieZ inhibovat
aktivitu T-pomocnych buniek typu 1 (Thl) a tie mb6Zu dalej inhibo-
vat produkciu viacerych B-buniek alebo produkciu protilatok via-
cerymi B-bunkami. IL-4 je teda suéastou vnitorného regulaéného

mechanizmu.

IL-10 je cytokin, Xktory Jje schopny sprostredkovat mnohé
é¢innosti alebo G¢inky. IL-10 bol izolovany ako z mySich, tak aj =z
fudskych buniek. Je pritomny pri reguldcii imunitnych odpovedi
rdéznych tried alebo podtried T-pomocnych (Th) buniek. Th bunky sa
mbéZu delit na rdzne podskup}ny, ktoré sa odlisuji produkciou cy-

tokinov.

Thl T-bunkové klony produkuji interleukin-2 (IL-2) a IFN-¢,
zatial o Th2 bunkové klony vyludujd IL-10, IL-4 a interleukin-5
(IL -5), =zvy&ajne po aktivacii antigénmi alebo mitogénnymi
lektinmi. Obe triedy Th bunkovych klonov produkujd cytokiny, aky-
mi Jje nddorovy nekrdzny faktor-a (TNF-a), interleukin-3 (IL-3)
a granulocyt-makrofdgovi koldniu stimulujici faktor (GM-CSF).
Tretia kategdria Th buniek (ThO) produkuje IL-2, IFN-Y, Il1-4,
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IL-5, TNF-a, IL-3 a GM-CSF stcasne.

Zostavy produkcii réznych cytokinov buniek Thl a Th2 odraza-
ji ich pomocné funkcie. Thl bunky si zahrnuté prevaZne v hyper-
tenzivnych odpovediach neskorého typu, zatial &o Th2 bunky
sivisia s produkciou protildtok. Nakolko protildtkova hypersenzi-
vita (cesta Th2) a neskorého typu (cesta Thl) sd vzajomne &asto
totoZné, predpokladd sa, Ze bunky Thl a Th2 maji skriZené
regulaéné G&inky. IFN-{ produkovany bunkami Thl inhihuje prolife-
raciu buniek Th2 a IL-10 produkovany Thl bunkami inhibuje syntézu
cytokinu klonmi buniek Thl, najmd produkciu IFN-¥ a IL-2.

Hypersenzitivita neskorého typu (DTH) je imunitnou odpovedou
sprostredkovanou bunkami, ktora Jje charakterizovanid edémom a
celuldrnou infiltraciouy tkaniva, zvycéajne T-bunkami a monocytmi
a/alebo makrofadgmi. Niektoré typy cytokinov sivisia s hypersenzi-
tivnymi reakciami neskorého typu a humordlnymi imunitnymi odpove-
dami. Cher a kol.: J. Immunol. 138, 3688 (1987) a Mosmann a kol.
(1987 a 1989, vid vy&838ie). Ochorenia stUvisiace s tymito skupinami
odpovedi mbéZu byt zapriCinené neprimeranou produkciou sdvisiacich

typov cytokinov.

Zapalové ¢&revné ochorenie (IBD) sa tyka skupiny gastrointes-
tindlnych porich, ktoré sa vyznaduji chronickym, neSpecifickym
zadpalom éasti gastrointestindlneho traktu. Vredovita kolitida a
Crohnova choroba, najznamej8ie z prikladov IBD Iudi, sdvisia s
viacerymi priznakmi a komplikadciami, vratane retardacie rastu de-
ti, rektdlneho prolapsu, krvou v stolici (napr. melena a/alebo
hematochézia), chudnutie, nedostatok 2Zeleza a anémia, napr.
anémia z nedostatku Zeleza a anémia z chronického ochorenia alebo

chronického zapalu.

P6vod IBD nie je objasneny, vid Wyngaarden a Smith (red.):
Cecil’s Textbook of Medicine (W.B. Saunders Co., 1985), Berkov
(red.): The Merck Manual of Diagnosis and Therapy (Merck Sharp
and Dohme Research Labdratories, 1982) a Harrison’s Principles of

Internal Medicine, 12. vydanie, McGraw-Hill, Inc. (1991).
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Vredovita kolitida je chronickym, neSpecifickym, zapalovym a
vredovitym ochorenim, ktoré sa primdrne prejavuje mukézou hrubého
greva. Casto sa prejavuje krvAcajicou stolicou, abdomindlnymi
kféami, krvpou a hlienom v stolici, nevolnostou, horid&kou,
anémiou, anorexiou, stratou hmotnosti, leukocytdzou, hypoalbumi-
némiou a zvy3enou rychlostou sedimentdcie erytrocytov (ESR).
Medzi komplikdcie patri hemoragia, toxick& kolitida, toxicky me-
gakolén, prileZitostnad rektovaginalna fistula a zvySené riziko

rozvinutia rakoviny ¢éasti hrubého Creva. .

Vredovita kolitida suvisi taktieZ s komplikéciami, ktoré si
vzdialenejSie od ¢asti hrubého <¢reva (tra¢nika), akymi sdG artri-
tida, ankylézna spondylitida, sakroileitida, posteridrna
uveitida, noddézny erytém, gangrenézna pyodermia a episkleritida.
Lie¢enie zavisi znacne.od prudkosti a trvania ochorenia. Naprik-
lad pri prudkom nadstupe ochorenia je ¢&asto indikovanid lie&ba na
zabranenie dehydratédcie a elektrolytovej nerovnovahy. Niekedy si
vhodné tieZ Specialne diétne opatrenia. Medzi liediva patria
rbzne kortikosteroidy, sulfasalazin a niektoré jeho derivaty

a moZné sU tieZ imunosupresivne liediva.

Crohnova choroba m& vela spoloénych Eft s vredovitou koliti-
dou. Crohnova choroba sa odlisSuje tym, Ze poranenie md tendenciu
sa ostro ohranifovat od prilahlého normdlneho &reva, na rozdiel
od poranenia vredovitou kolitidou, ktoré je skb6dr difdzne. Crohno-
va choroba dalej ovplyviiuje prevaZne dolni &ast tenkého Ereva
(ileitida) a dolni ¢ast tenkého ¢éreva a &ast hrubého &reva (ileo-
kolitida). V niektorych pripadoch je zasiahnutd samotna &ast hru-
bého creva (granulomatézna kolitida) a niekedy tenké &revo (jeju-
noileitida). Vo vzacnych pripadoch je postihnuty Zalidok, dvanas-
tornik alebo paZerak. Medzi poranenia patri epiteloidny sarkoidny

granuldém a asi polovica klinickych pripadov.

Poranenie pri Crohnovej chorobe mbéZe byt transmuralne, vra-
tane hlbokého zvredovatenia, edému a fibrdézy, ktoré mbdZu viest
k ob8trukcii a tvorbe fistule, rovnako aku ku vzniku vredu. To je

v kontraste s vredovitou kolitidou, ktorad obydajne vedie k ovela
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jemnejSim poraneniam, aj ked pri vredovitej kolitide je prileZi-
tostne moZné vidiet tieZ komplikdcie fibrézy, obitrukcie, tvorby
fistdl a vredov. BeZné lieCenie je v oboch pripadoch podobné. za-
hriiuje pouZitie steroidov, sulfasalazinu a jeho derivatov a imu-
nosupresivnych liediv, akymi s4 cyklosporin A, merkaptopurin

a azatioprin, ktoré méZu mat silné neZiadice vedlajSie U&inky.
Vzhladom na lekarsku déleZitost hypersenzitivity neskorého

typu a zdpalového ochorenia &riev si potrebné zlep3ené prostried-

ky a sp8soby lieCenia tychto stavov.

Podstata vyndlezu

Vyndlez riedi spominani potrebu tym, Ze popisuje prostriedky

a spbsoby liedenia hore uvedenych stavov.

Podrobnej8ie sa tento vynalez tyka spbsobu inhibovania
neoplastickej proliferdcie buniek, ktoré sG zavislé od IL-2 a to
tak, Ze <cicavcovi, ktory je postihnuty neoplastickou prolifera-
ciou buniek =zavislych od 1IL-2, sa podava efektivne mnoZstvo
IL-10.

Vyndlez popisuje aj spbsodb zvy3enia hladiny IFN-¥ u pacienta
tak, Ze sa shG&asne pacientovi podava také mnoZstvo protilatok
proti IL-4 a IL-10, ktoré Jje efektivne na zvySenie produkcie

IFN-¥ pacienton.

Vynalez dalej popisuje spbsob liefenia zapalového &revného
ochorenia u cicavcov a to tak, Ze cicavcovi, ktory je postihnuty

zdpalovym &revnym ochorenim, sa podava efektivne mnozZstvo IL-10.

Vyndlez popisuje tieZ spbdsodb zosilenia 1inhibicie produkcie
cytokinu T-bunkami u cicavcov suicasnym podavanim efektivneho
mnoZstva IL-4 a 1IL-10, priéom liedenym cicavcom 3je s vyhodou

clovek.



Vyndlez popisuje aj spdsob inhibovania hyposenzitivnej reak-
cie neskorého typu u cicavcov tak, Ze sa podava efektivne
mnoZstvo IL-10. Vo vyhodnom uskutoéneni sa efektivne mnoZstvo

IL-4 podéava ,sidasne s IL-10.

V¥hodne sa Iudsky IL-4 a IL-10 pouZivaji podra vysiie
uvedenych spdsobov na lieCenie Cloveka.

V3etky uvedené odkazy si tu uvedené ako citacie, V3etky sek-
vencie tu wuvedenych nukleovych kyselin maji normalnu 5°-3°
konvenciu, pokial! sa &éitaji zlava doprava. Pre bazy nukleotidov
v sekvencidch sG pouZité 3Standardné jednopismenové skratky (37
C.F.R. § 1.822).

V dalSej ¢asti tohto popisu si uvedené 2zdroje cytokinov

a protilatok.

Pojem "interleukin-4" alebo "IL-4" tak, ako sa tu pouZiva,
predstavuje protein, ktory a) ma aminokyselinovi sekvenciu v
podstate 1identickd so sekvenciou maturovaného lIudského IL-4,
popisaného na obr. 1C v medzinadrodnej patentovej prihlaske &. WO
87/02990 a b) mAd Dbiologickd aktivitu, ktord je obvykla pre
prirodny 1IL-4. V podstate 1identickd aminokyselinova sekvencia
znamend, Ze sekvencia 1iného 1IL-4 v porovnani so sekvenciou
popisanou v publikovanej patentovej prihlas8ke je rovnakd alebo sa
odliSuje Jjednou alebo viacerymi zmenami aminokyselin (delécia,
pridanie, substiticia), ktoré podstatne neovplyviiuji biologickd

aktivitu.

IL-4 je komercne dostupny z réznych zdrojov, akym je Genzyme
Corporation, Cambridge, Ma., alebo sa mbdZe pripravit zndmymi
spbsobmi 2z prirodnych =zdrojov alebo technoldgiami rekombinéacie
DNA [Sheehan a kol.: J. Immunol. 142, 884 (1989) a Starnes a
kol.: J. Immunol. 145, 4185 (1990)].

Na identifikd&ciu DNA kédujicu IL~4 v genomovych alebo cDNA

kniZniciach pripravenych Standardnymi spdsobmi sa méZu pouZit i
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zmesi oligonukleotidovych sond, ktoré si zaloZené na znamych IL-4
nukleotidovych sekvenciach. Takto identifikované DNA sa mé3u
vy&lenit 2z kniZnice Stiepenim re3trikénou endonukleidzou alebo sa
méZu pripragiﬁ pomocou prisludnych primerov a spésobonm polymeri-
zactnej retazovej reakcie (PCR) [Saiki a kol.: Science 239, 487
(1988)], mbZu byt sekvenované a exprimované v eukaryotickom exp-
resnom systéme alebo (po delécii intronu 3tandardnymi spésobnmi,
ak je to nutné) v prokaryotickom alebo eukaryotickom expresnonm
systéme. Av3ak, ako cDNA, tak aj genomové DNA XkniZpice mbZu byt
analyzované aplikldciou Standardnych spbsobov klonovania namiesto
pouZitia oligonukleotidovych sond alebo PCR. Takto vyrobeny IL-4
sa potom deteguje znamymi spbsobmi, akymi si imunochemické spdso-

by alebo biocanalyzy.

Ako IL-4 sa vyhodne pouZiva ludsky rekombinantny IL-4. M6Ze
sa tieZ pouZit glykozylovany 1IL-4 (napr. rekombinantny IL-4 pro-
dukovany v eukaryotickom expresnom systéme) rovnako ako neglyko-
zylovany protein (napr. chemicky syntetizovany alebo produkovany

bakteridlnym expresnym systémom).

Pojem “interleukin 10" alebo "IL-10" tak, ako sa tu pouZiva,
predstavuje protein, ktory a) ma& aminokyselinovi sekvenciu matu-
rovaného (napriklad s chybajicou sekvenciou sekreéného leaderu)
IL-10 v podstate taki, akd je popisand v medzindrodnej patentovej
prihldaske WO 91/00349 a b) ma biologickid aktivitu, ktora je ob-
vykla pre prirodny IL-10. M&Ze sa pouZivat ako glykozylovany
(napriklad chemicky syntetizovany §8tandardnymi spbsobmi aledbo
produkovany v E. coli) IL-10. Patria sem tieZ2 i mutiny a daliie
analégy, vratane BCRFI (virovy IL-10 virusu Epstein Barr; tieZz
jednoducho nazyvany virovy IL-10) proteinu, ktory md biologicki
aktivitu 1IL-10. Medzindrodna prihlaska €. WO 91/00349 popisuje
mnohé in vitro testy, ktoré si vhodné na meranie aktivity IL-10.

V tejto prihlaske sG popisané mnohé vyhodné modifikdcie IL-10.

IL-10 vhodny na pouZitie podla vyndlezu sa mdZe ziskat z
viacerych zdrojov. Napriklad sa mbéZe izolovat z kultivaéného mé-

dia aktivovanych T-buniek schopnych vyluéovat tento protein.
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IL-10 alebo jeho aktivne fragmenty mdZu byt tieZ chemicky synte-
tizované znamymi Standardnymi technikami, vid napr. Merrifield
Science 233, 341 (1986) a Atherton a kol.: Solid Phase Peptide

Synthesis, A Practical Approach, I.R.L. Press, Oxford 1989.
Rekombinantny Iudsky IL-10 je tieZ obchodnym &linkom, ktory

je moZné ziskat od napr. PeproTech, Inc., Rocky Hill, NJ.

Rekombinantny IL-10 sa mbZe vyrabat tieZ, ako jg hore uvede-
né pre IL-4, s vyuZitim informéacii o sekvencidch znameho Iudského
IL-10 alebo virového IL-10. Spbsoby vyroby rekombinantného Iuds-
kého IL-10 si popisané napr. v medzindrodnej patentovej prihlaske
¢. WO 91/00349. Klony, obsahujice sekvencie, ktoré kéduji Iudsky
IL-10, boli wuloZené v Americkej zbierke typov kultir (ATCC),
Rockville, Maryland, 20. decembra 1989 a boli im priradené &isla
68191 a 68192. Klonovanie a expresia virového IL-10 (BCRFI prote-
inu) z virusu Epstein Barr boli popisané Moorom a kol.[Science

248, 1230 (1990)].

Ludsky IL-10 sa s vyhodou pouZiva na liedenie Yudi, aj ked
sa okrem neho mnbdZe pouZit tieZ virovy IL-10 alebo IL-10 z
niektorého iného druhu cicavcov. NajvyhodnejsSie sa ako IL-10

pouZiva rekombinantny Yudsky IL-10.

IL-4 a IL-10 z akéhokolvek zdroja sa mb2u d&istit
Standardnymi sp8&sobmi, vratane (ale bez obmedzenia na tieto)
zrdZania kyselinou alebo solou, chromatografiou na ionexe,
chromatografiou na chelatoch kovov, gélovou filtréciou, rychlou
proteinovou kvapalinovou chromatografiou (FPLC), vysoko Géinnou
kvapalinovou chromatografiou (HPLC), preparativnou elektroforézou
na diskovom géli alebo zaclonovou elektroforézou, izoelektrickou
fokusaciou, frakcioniciou z organického rozpustadla s nizkou tep-
lotou varu, protipridnym roztrepavanim a imunoafinitnou chroma-

tografiou.

Protilatky proti IL-4 a IL-10 sa mbéZu pripravovat

Standardnymi spésobmi. Slovo "“protilatka” tak, ako sa tu pouZiva,
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znamend ako polyklonélne, tak i monoklondlne protilatky (McAbs),
zahriiuje tieZ celé imunoglobuliny a ich fragmenty viaZice anti-
gén.

Polyklondlne protilatky sa mbZu pripravovat imunizaciou hos-
titel!ského zvierata, akym je zajac, krysa, koza, ovca, my$, atd.,
IL-4 a IL-10. Po p&bvodnej injekcii sa vyhodne podad jedna alebo
dve posililujlice injekcie na zvySenie titra protilatky, potom sa
zvieratu odoberie krv. Pripravi sa sérum, ktoré sa analyzuje
Standardnym sp&sobom, akym je ELISA s pouZitim polypeptidu ako
antigénu. Standardnymi sp&sobmi sa potom pripravi imunoglobulino-

va frakcia.

Imunogenita IL-4 sa zvy3i kombindciou s jednym z mnohych po-
mocnych &inidiel a/alebo konverziou na vdé8iu formu pred imuniza-

ciou, t.j. zosietovanim Standardnymi spOsobmi.

Sérum, ktoré sa pripravi z takto imunizovanych zvierat, sa
nb6Ze pouZivat priamo. IgG frakcia sa mbéZe od séra oddelit tieZ
Standardnymi spdsobmi, ako napriklad plazmaforézou alebo adsorpc-
nou chromatografiou s pouZitim IgG Specifickych adsorbentov, akym

je imobilizovany protein A.

Monoklonadlne protildtky, ktoré si vyhodné na pouZitie podla
tohto vyndlezu, sa méZu pripravovat Standardnymi spbésobmi, napr.
tak, ako to popisuji Kohler a kol.: [Nature 256, 495 (1975); Eur.
J. Immunol. 6, 511 (1976)]. Na pripravu somatickych buniek, ktoré
vyluéuji protilatku, sa zviera imonizuje v podstate tak, ako je
to vyS3ie uvedené. Tieto bunky sa potom z imunizovaného zvierata

odoberi pre spojenie s bunkami myeldmu.

Somatické bunky, ktoré maji schopnost produkovat protilatky,
zv1ai¢ B bunky, si vhodné na spojenie s 1liniou buniek myeldmu.
Tieto somatické bunky sa méZu odvodzovat od lymfatickych uzlin,
sleziny a perfiérnej krvi primdrne imunizovanych zvierat. Casto
sa pouZivaji bunky sleziny krys, najmd preto, Ze tieto Dbunky

produkuji relativne vysoké percento stabilnych spojeni s mySimi
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myelomovymi liniami. Namiesto nich by v8ak bolo moZné pouZivat

Tudské, mySie, zajadie, ovéie, kozie alebo iné bunky.

Na pouZitie v postupoch produkujicich hybridomové spojenia
boli vyvinuté Specializované myelémové Dbunkové linie z lymfatic-

kych néddorov [Kohler a Milstein : Eur. J. Immunol. 6, 511 (1976);

Shulman a kol.: Nature 276, 269 (1978); Volk a kol.: J. Virol.
42, 220 (1982)]. Spbsoby generovania hybridov buniek sleziny

alebo lymfatickych Zliaz produkujidcich protilatky a myeldmovych
buniek zvy&ajne zahrfiuji zmieSanie somatickych buniek s myelémo-
v¥mi bunkami v pomere 10 : 1 (aj ked tento pomer mbZe byt od
20 :' 1 do 1 : 1) v pritomnosti ¢inidla alebo C¢inidiel (chemic-
kych, virusovych alebo elektrickych), ktoré podporuji spojenie
bunkovych membrédn. Spbsoby spojania si popisané Kohlerom a
Milsteinom : vid vy88ie, Gefterom a kol.: Somatic Cell Genet. 3,
231 (1977), tiez Volkom a kol.: J. Virol. 42, 220 (1982). Cinid-
lom podporujlicim spidjanie, ktoré bolo pouZité pbvodcami vyndlezu,

bol virus Sendai a polyetylénglykol (PEG).

PretoZe postupy spojenia produkujd Zivé hybridy vo velnmi
nizkych frekvenciach (napr. ak sa ako zdroj somatickych buniek
pouzije slezina, ziska sa jeden hybrid na zhruba kaZdych 1 x 103
buniek sleziny), je podstatné mat prostriedky na oddelenie spéaja-
n¥ch bunkovych hybridov od ostatnych nespojenych buniek, zvlast
nespojenych myelémovych Dbuniek. Nutné si tieZ prostriedky na
detegovanie poZadovanych hybridomov produkujicich protilatky =z

inych vyslednych spojenych bunkovych hybridov.

Oddelenie spojovanych Dbunkovych hybridov sa zvycajne usku-
todfiuje tak, Ze sa bunky kultivujd v médiu, ktoré podporuje rast
hybridomov, ale brani rastu nespojovanych myeldmovych buniek,
ktoré by sa normalne delili do nekoneCna. Somatické bunky pouzZité
na spojenie si neudrZia dlhodobd 2Zivotaschopnost v in vitro kul-
tire a nepredstavuji teda Ziadny problém. MO6Zu sa pouZivat
napriklad myeldémové bunky, ktorym chyba hypoxantin-fosforibozyl-
transferdaza (HPRT-negativne). Vyber z tychto buniek sa uskutoéiiu-

je v hypoxantin-aminopterin-tymidinovom (HAT) médiu, v ktorom
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spojované bunkové hybridy preZivaji vdaka HPRT-pozitivnemu geno-
typu buniek sleziny. Je moZné tieZ pouZit myeldmové bunky
s réznymi genetickymi deficitmi (citlivost na 1lie&iva a pod.),
ktoré je mozZneé vybrat podla média podporujiceho rast genotypicky

prislusnych hybridov.

Na selektivne kultivovanie spojovanych bunkovych hybridov je
potrebny cas niekolkych tyZdiiov. Na zadiatku tejto doby je nutné
identifikovat tie hybridy, ktoré produkuju poZadované protilatky,
takZe sa mbZu néasledne Kklonovat a mnoZit. Obecne produkuje
poZadovani protildtku asi 10 % ziskanych hybridov, i ked nie je

zriedkavé, Ze toto mnoZstvo je od 1 do 30 %.

Detekcia hybridov produkujicich protildtky sa méZe uskutoé&-
novat akymkolvek 2z niekolkych Ztandardnych spdsobov testovania,
vratane testu ELISA a rAdioimunoanalytickych spbésobov, ktoré boli
popisané v literatire (vid napr. Kennet a kol. (red.): Monoclonal
Antibodies and Hybridomas : A New Dimension in Biological Analy-
ses, str. 376 aZ 384, Plenum Press, New York 1980).

Akonahle sa raz poZadované spojené bunkové hybridy vyberid a
klonuji na jednotlivé bunkové linie produkujice protildtku, kazda
bunkovad 1linia sa mbZe mnoZit jednym zo Standardnych spbSsobov.
Histokompatibilnému zvieratu sa mdéZe injekdne podat suspenzia
hybridomovych buniek. V tomto zvierati sa potom vyvinGi nadory,
ktoré vylu€uji Specificki monoklondlnu protildtku produkovani
spojenym bunkovym hybridom. Telové kvapaliny =zvierata, akym je
sérum alebo kvapalina z ascitov, sa odoberd dutou ihlou. Ziskaji
sa tak monoklondlne protildtky vo vysokej koncentricii. Jednotli-
vé Dbunkové linie sa mbéZu mnoZit tieZ in vitro v laboratdérnych
kultivacénych nadobach. Kultivaéné médium, ktoré obsahuje vysoku
koncentraciu jednotlivej Specifickej monoklondlnej protilatky sa
izoluje dekantaciou, filtrdciou alebo odstredovanim a nidsledne sa

vydisti.

Akonadhle sa raz ziska z hybridu, ktory produkuje poZadovani

monoklon&lnu protildtku, méZu sa na pripravu interspecifickych
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monoklonalnych protilatok pouzit spbsoby, v ktorych sa vazbova
oblast jedného druhu kombinuje s nevdzbovou oblastou protilétky
iného druhu [Liu a kol.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 3439
(1987)]. Napriklad CDR z monoklondlnej protilatky hlodavca sa na-
odkuje na kostru Yudskej protildtky. T¥m sa protilatka hlodavca
“polfuddti” [Riechmann a kol.: Nature 332, 323 (1988)]. Podrobnej-
3ie, CDR sa mdZe naolkovat na premennid oblast ludskej protilatky
s alebo bez ludskych stabilnych oblasti. Takyto spdsob bol pouzi-
ty napr. na poluditenie myS5i monoklonalnou protilétkou na p55
(Tac) podjednotkou receptoru Yudského interleukinu-2 [Queen
a kol.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029 (1989)].

Iudské monoklondlne protildtky sa mbéZu pripravovat tieZ s
pouzitim IL-4 alebo IL-10 a spdsobov, ktoré si popisané Banche-

reauom a kol.: Science 251, 70 (1991).

Tento vynalez zahriiuje tieZ fragmenty viaZice protilatku,
akym je Fab, F(ab’)z, Fv, atd. PouZitie a generacia fragmentov
protilatok je dobre zndma, napr. Fab fragmentov [Tijssen
Practice and Theory of Enzyme Immunoassays (Elsevier, Amsterdam
1985)]13, Fv fragmentov [Hochman a kol.: Biochemistry 12, 1130
(1973); Sharon a kol.: Biochemistry 15, 1591 (1976); Ehrlich a
kol.: US patent &. 4 355 023 ] a polovice molekuly protilatky
(Auditore-Hargreaves, US patent &. 4 470 925).

Protildtky a fragmenty protildtok pouZivané podla tohto vy-
nalezu sa mdZu s vyhodou viazat na IL-4 alebo IL-10 a .budu tak
neutralizovat biologicki aktivitu IL-4 alebo IL-10, proti ktorym

boli pripravené.

V dalSej <&asti popisu bude popisand inhibicia proliferacie

neoplastickych buniek zavislych od IL-2.

Ako je uvedené niZSie v prikladoch, Iudsky a virusovy IL-10
majd priamy vplyv na Yudské T bunky. Bolo zistené, Ze vsetky pro-
liferaéné odpovede Yudskych ThO-, Thl- a Th2- podobnych buniek su

inhibované IL-10 vtedy, ak sa pouZiji L bunky transfektované
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Fc¥RII (CD32) v kombindcii bud s anti-CD3 monoklondlnymi proti-
latkami alebo mitogénnym parom anti-CD2 monoklondlnych protila-
tok. Antigénovo Specifické proliferainé odpovede klonov rudskych
T buniek boli inhibované IL-10, ak sa ako APC pouZili mySie
L bunky transfektované relevantnou triedou II MHC molekdil. IL-10
neovplyviiuje expresiu skupiny 1II MHC v tomto systéme, pretoe
konStitutivna expresia transfektovanych génov triedy 1II MHC je
pod kontrolou promotora SV40.
.

Inhibiéné G&inky IL-10 primdrne pochadzaji z priameho vplyvu
IL-10 na klony T buniek inhibicie produkcie IL-2 na tdrovni mRNA.
Inhibiéné G&inky boli 8pecifické pre IL-2, pretoZe 1IL-10
neovplyviiuje produkciu IFN-Y, 1IL-4, IL-5 a GM-CSF. Interakcia
IL-10 s IL-10 receptorom zrejme vyvolédva signdlnu cestu, ktora
Specificky inhibuje syntézu IL-2.

Na preukazanie GU¢innosti prostriedku podla tohto vynalezu sa
méZu pouZit i iné testy. Napriklad sa mbéZu pouZit modely xenoimp-
lantatov nahych my8i. Tieto modely boli pouZité na testovanie
rozliénych terapeutickych ¢&inidiel [vid : Howard a kol.: Cancer
Res. 51, 3274 (1991) a McLemore a kol.: Cancer Res. 47, 5132
(1987)].

Tato proliferacia buniek mbZe sivisiet s leukémiou, akou je
B bunkovad CLL. Cicavcami, ktori si liedeni spbsobom podla tohto
vynadlezu, sG vyhodne ludia, ktori sd postihnuti proliferaciou ne-

oplastickych buniek zavislych od IL-2.

Spbsob inhibovania proliferacie neoplastickych buniek
zavislych od IL-2 podla tohto vyndlezu sa vyznaéuje t¥m, Ze sa
cicavcovi, vyhodne ¢&loveku, ktory trpi na proliferidciu neoplas-
tickych buniek, podava terapeuticky efektivna didvka druhého bio-

logicky efektivneho &inidla.

Farmaceutické prostriedky obsahujice IL-10 a fyziologicky
prijatelny nosié sa typicky podavaji intravenézne. IL-10 méZe byt

tieZ obsiahnuty v tobolkdch v lipozdme.
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Pojem “"proliferdcia neoplastickych buniek zavislych od IL-2"
tak, ako sa tu pouZiva, znamend akykolvek novy alebo abnormalny
rast tkaniva, ktory je nekontrolovatelny, progresivny a
kontinualna proiliferdcia zavisi od IL-2. Rast mbéZe byt bud be-
nigny alebo maligny. Maligny rast Jje typicky charakterizovany
vy88im stupiiom anaplazie (dediferenciacie) v neoplastickych
bunkdch. Neoplastické bunky zavislé od IL-2 sU typicky odvodené
od lymfoidnych alebo myeloidnych linifi.

.

IL-2 je produkovany T bunkami. Ma viac aktivit na rézne typy
buniek, vratane T buniek, NK buniek a B buniek. Bolo doké&zané, Ze
IL-2 pbésobi ako rastovy faktor T buniek a zvySuje produkciu
cytokinov T bunkami, ak si stimulované v pritomnosti IL-2. IL-2
aktivuje bunky prirodného zabijada (NK) na zabijanie cielovych
buniek MHC neSpecifickym spdsobom. IL-2 3je tieZ obsiahnuty pri
expanzii buniek obmedzenych vo volbe, &im zvySuje produkciu pro-

tiladtok tymito bunkami.

vzhYadom na tieto aktivity IL-2 by mohla byt v niektorych
pripadoch ochorenia déleZitd inhibicia produkcie IL-2 spbsobena
IL-10. T4 by mohla sluZit napriklad ako prostriedok na zniZenie
IL-2 riadenej proliferédcie T buniek v situdcidch, kedy prolifera-
cia a rast T buniek nie sG Ziadice, ako je to v pripade autoimun-
nych ochoreni, napr. pri autoiminnej tyroiditide, diabetes zavis-
lej od inzulinu, pri reumatickej artritide, systémovej lupus ery-

tematosus a pri sklerdéze multiplex.

Schopnost IL-10 zniZovat IL-2 riadenui expanziu T buniek ma
tieZ potencidlne klinické vyuZitie pri liedeni hostitelskej cho-
roby pri akitnom zlomeni versus a pri chronickych zapalovych
ochoreniach, akymi sd zapalové ¢&revné ochorenia a sarkoidna
a plicna fibréza. Naviac, inhibovanim IL-2 riadend proliferacia
alergénovych Specifickych T buniek, ktoré si silnymi producentni
IL-4 a IL-5, sa IL-10 mbdZe pouZit na liedenie alergickych

ochoreni, akymi si astma a atopicka dermatitida.

Medzi ochorenia zahrifiujice neoplasticky rast, ktoré mdZu byt
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liedené farmaceutickymi prostriedkami podla tohto vynadlezu, patri
leukémia, o ktorej je znéme, Ze zavisi od IL-2, ako je B bunkova
CLL a ATL. Farmaceutické prostriedky podla vyndlezu sG vhodné na
pouzitie v réznych systémoch pre podavanie lieCiv. Pre struény
prehlad tychto spbésobov podavania lieéiv vid Langer : Science
249, 1527 (1990). Spésoby pripravy zldenin, ktoré si schopné na
podavani¢, si odbornikom zndme alebo zrejmé a si podrobnejSie po-
pisané napriklad v Remington’s Pharmaceutical Science, 17. vyda-
nie, Mack Publishing Company, Easton, Pa (1985). .

I11L-10, pouZivany podla vynadlezu, sa mbZe pripravovat ako
prostriedok vo farmaceuticky prijatelnom médiu, napriklad v sol-
nom roztoku, fosforedilanom pufrovanom solnom roztoku (PBS),
v Ringerovom roztoku, v solnom roztoku s dextrdézou, v Hankovom
roztoku a v glukéze..Prostriedok mbéZe obsahovat farmaceuticky
prijate!né pomocné &inidld, ako je to potrebné pre pribliZne fy-
ziologické podmienky, akymi si pufrovacie &inidla, €inidlé upra-
vujtce tonicitu, zmddacie &inidla, detergentné ¢&inidla a pod.
Medzi prisady patria tieZ dalSie aktivne zloZky, napr. bakteri-
cidné &inidl4 alebo stabilizdtory. MnoZstvo podavané pacientovi
bude zavisiet od toho, &o sa podava, od Gcelu podavania, ako je
profylaxia alebo lieéba, od stavu hostitela, od spbsobu podavania

a od podobnych faktorov.

Farmaceutické prostriedky si typicky urcéené na transdermalne
alebo parenterdlne podavanie, napr. intravendézne, subkutdnne
alebo intramuskularne. Ziadice si tieZ formy pre oralne
podavanie, ktoré sa mbéZu ziskat modifikdciou prostriedku tak, aby
pre8iel prostredim Zaldidka. Tieto prostriedky sa mdZu pouZivat na
profylaxiu a/alebo lieenie a s vfhodou sa podavaji intravendzne.
Tento vynédlez popisuje tieZ prostriedky, ktoré obsahuji IL-10
polypeptid rozpusteny alebo suspendovany v prijatelnom nosi¢i, s
v¥hodou vo vodnom nosicéi. Tieto prostriedky méZu byt
sterilizované konvenénymi spésobmi sterilizécie, alebo sa mbéZu

sterilne sfiltrovat.

Vysledné vodné roztoky sa mdéZu zabalit na pouZivanie ako ta-
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ké alebo v lyofilizovanej forme. Lyofilizované pripravky sa pred
podavanim spoja so sterilnym vodnym nosidom. IL-10 sa mbéZe poda-
vat tieZ s druhym biologicky aktivnym &inidlom, akym je Standard-
né chemoterapeutické ¢inidlo. Medzi takéto ¢&inidla patria, ale
nie s4 nimi obmedzené, vincristin, daunorubicin, L-asparaginaza,

mitoxantron a amsakrin.

Pri terapeutickej aplikacii sa farmaceutické prostriedky
podidvaji pacientovi v mnoZstve, ktoré je dostatoéné na inhibova-
nie proliferéacie neoplastickych buniek zavislych od IL-2.
MnoZstvo, ktoré je potrebné na dosiahnutie poZadovaného efektu,
sa definuje ako "terapeuticky efektivne mnoZstvo"”. Terapeuticky
efektivna davka IL-10 sa bude menit podla, napriklad, prislusného
pouzitia, na ktoré je liedenie uréené, podla spésobu podavania,
podla zdravia a stavu pacienta a podla posudku oSetrujiceho
lekdra. Napriklad didvka na kontinudlnu infiziu bude v rozmedzi od
500 mg do 800 mg na defi pre pacienta s hmotnostou 70 kg, s vyho-
dou medzi 10 mug a 300 mg. Typickou davkou je davka medzi 700
ng/kg/deft a 16 ng/kg/deii.

Koncentracia IL-10 vo farmaceutickom prostriedku mdbZe byt
rézna, t.j. od 10 mg do asi 5 mg/ml, s vyhodou medzi 100 mg aZz
2 mg na ml. Koncentracia sa zvydajne vyberie primarne podla obje-
mu kvapaliny, viskozity, atd., v silade s prislusSne zvolenym
spbsobom podévania. Tak typicky farmaceuticky prostriedok na int-
ravendéznu infdziu by mal obsahovat 250 ml solného roztoku s dext-

rézou a 2,5 mg IL-10.

Pre pevné prostriedky sa mbéZu pouZit konvencéné netoxické
pevné noside, medzi ktoré patria napriklad nasledujice latky s
éistotou pre farmaceutické prostriedky : manitol, laktdza, Skrob,
steardt horednaty, sodnd sol sacharinu, talok, celuléza, glukdza,
sachardéza, uhliéitan horeénaty a podobne. Na ordlne podavanie sa
vyrobi framaceuticky prijatelny netoxicky prostriedok pridanim
normdlne pouZivanych riedidiel, akymi s horeuvedené nosice a
zvy&dajne 10 aZ 95 % hmotn. aktivnej =zloZky, t.j. polypeptidu
IL-10 podla vynélezu, s vy¥hodou 25 aZ 75 % hmotn.
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Na podavanie vo forme aerosolu sa IL-10 8 vYVhodou dodava v
jemne rozomletej forme spoloCne 8 povrchovo aktivanym ¢&inidlom
a hnacou latkou. Typicky obsah IL-10 je 0,01 aZ 20 % hmotn., vy-
hodne 1 aZ 10 % hmotn. Povrchovo aktivne ¢inidlo musi vs8ak byt
netoxické a s vyhodou rozpustné v hnacej latke. Reprezentativnymi
prikladmi tychto ¢inidiel si estery alebo Ciastoéné estery mast-
nych kyselin so 6 aZ 22 atémami uhlika, ako je ester Kkyseliny
kaprovej, oktanovej, laurovej, palmitovej, stearovej, linolovej,
linolénovej, olestearovej a olejovej s alifatickym pplyhydroxyal-
koholom alebo jeho cyklickym anhydridom, ako je napriklad etylén-
glykol, glycerol, erytritol, arbitol, manitol, sorbitol, anhydri-
dy hexitolu odvodené od sorbitolu a polyoxyetylénové a polyoxy-
propylénové derivaty tychto esterov. M&Zu sa pouZivat zmieSané

estery, ako si zmesné alebo prirodné glyceridy.

Povrchovo aktivne éinidlo méZe predstavovat 0,1 aZ 20 %
hmotn. z prostriedku, vyhodne 0,25 aZ 5 % hmotn. Doplnenie pro-
striedku do prisluSného mnoZstva sa obvykle uskutoéni hnacou
latkou. Skvapalnenymi hnacimi latkami sG obyfajne plyny s teplo-
tou miestnosti, ktoré si skondenzované pod tlakom. Vhodnymi kva-
palnymi hnacimi latkami s34 niZ8ie alkdny s aZ 5 atémami uhlika,
ako je butan a propan, vyhodne si to fluorované a fluorchlorované
alkany. M6Zu sa pouZivat tieZ 2zmesi horeuvedenych 1l&tok. Pri vy-
robe aerosolu sa nadoba s vhodnym ventilom naplni prislu3nou hna-
cou latkou, ktora obsahuje jemne rozomlety peptid alebo peptidy
a povrchovo aktivne ¢&inidlo. Tieto zloZky sa potom udrZuji pod

zvySenym tlakom, pokial sa neuvolnia ventilom.

Pre zvySenie polcasu séra sa IL-10 mbéZe uzavriet do toboliek
vloZenych do lumenu lipozémov, pripravenych ako koloidn& latka.
Na predifenie Zivotnosti peptidov sa mdZu pouZit i iné konvené&né
spbsoby. Tak v niektorych pripadoch sa IL-10 mbéZe uzavriet do
tobolky v lipozdéme. Na pripravu lipozdémov sG zname rdzne spdsoby,
ako je to popisané napr. Szokom a kol.: nn. Rev. Biophys. Bioeng.
9, 467 (1980) a v US patentoch &¢. 4 235 871, 4 501 728 a 4 837
028.
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Po priprave sa velkost lipozémov mdZe upravit tak, aby sa
ziskalo pofadované rozmedzie velkosti a relativne lzka distribi-
cia velkosti lipozémov. Jeden z nich Jje popisany v US patente &.

4 737 323.

I pri najudinnejS8ich spbsoboch pripravy toboliek mbZe pbvod-
nd suspenzia lipozdémov obsahovat aZ 50 alebo viac % hmotn. lieéi-
va vo volnej forme (t.j. vo forme neuzavretej do tobolky). Odst-
ranenie neuzavretej zliéeniny zo suspenzie lipozégpov je moZné
urobit niekolkymi spbdsobmi. Podla jedného 2z nich sa lipozémy
v suspenzii peletuji odstredovanim pri vysokej rychlosti. V
supernatante tak ostane volnd zldiéenina a velmi madlo lipozdmov.
Podla iného spbsobu sa suspenzia skoncentruje ultrafiltréaciou,
potom sa skoncentrované lipozémy resuspenduji v dalSom médiu. Na
oddelenie velkych lipozémovych Eastic od rozpustenych molekil sa

mbZe pouZit tieZ gélova filtracia.

Na horeuvedené liecCenie pre pouZitie ako intravendzne
podanie sa suspenzia lipozdmov upravi na Ziadandi koncentraciu.
Tato lUprava zahrifiuje resuspendovanie lipozémov vo vhodnom objekte
média pre injekcie, lipozdémy sa skoncentruji, napriklad odstredo-
vanim alebo ultrafiltrdciou alebo zahustenim suspenzie. Suspenzia
sa potom sterilizuje filtraciou, ako je to vys88ie uvedené. Lipo-
z6my obsahujice peptidy podla vyndlezu sa méZu podédvat parente-

radlne, ako je to uZ vy33ie uvedené.

ZvySend produkcia IFN-Y : Spdsodb podla tohto vyndlezu je
zv148¢ vhodny vtedy, ak pacient md4 infekénl chorobu, pri ktorej
pacientov imunitny systénm inhibuje produkciu IFN-t vdaka
produkcii IL-4 a IL-10. Medzi reprezentativne ochorenia tohto
typu patri viscerdlna leishmaniéza, lepra s infiltratmi a
pliesifiové infekcie. Medzi pliesfiové infekcie patria rody hib
vybraté zo skupiny pozostavajlicej z : Candida, Paracoccidioidomy-

cosis, Blastomyces a Cryptospiroidium.

Viacerym infekdnym organizmom vyhovujdi, bud priamo alebo

nepriamo, nizke hladiny IFN-¥. Tieto infekcie si &asto chronické
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a je pre nich typickad nerovnovdha Th2 a Thl odpovedi na infekéné
¢inidlo. Vysledkom tejto nerovnovdhy Jje 1inhibicia produkcie
IFN-Y¥ bunkami Thl vdaka produkcii IL-4 a IL-10 bunkami Th2.
Protildtky pouZité v tomto vyndleze sl pre pacienta s vyho-
dou autologné. Vhodné sU tieZ nevlastné protildtky odvodené od
buniek rovnakého druhu. M6Zu sa pouZivat protilatky =z rdéznych
druhov, ale musia sa pouZivat prostriedky na kontrolu moZnych
nepriaznivych imunitnych reakcii (HAMA). Napr. poluydStené krysie
protilatky, rovnako ako rbzne vazbové fragmenty, méZu
minimalizovat imunitnd odpoved u Iudi. Vyhodné tieZ budd také
protilatky, ktorych vazbové konStanty si pribliZne rovnaké alebo

prevysuji afinitu IL-4 a IL-10 k ich prirodnym receptoron.

Vyhodné si také protilatky, ktoré maju vadzbové konstanty na
ich odpovedajlice receptory viac ako 100-krdt menSie ako tieto
cytokiny. Porovnanie vazbosti sa uskutocliiuje Standardnymi
spbsobmi, pri¢om zakladnd technolébégia je popisana v kapitole 25,
diel I : Immunochemistry, red. D.M. Weir, 4. vydanie, 1986, Blac-
kwell Scientific Publ. 25.1 - 25.30. Je moZné pouZit tieZ test na
stanovenie molarneho nadbytku protildtky, ktorid neutralizuje de-
finované mnoZstvo IL-4 alebo IL-10 v Standardnom in vitro biolo-
gickom teste. Priklady takychto testov je moZné najst v Mosmanno-
vi a kol.: J. Immunol. Methods 116, 151 (1989) (IL-4) a Fiorenti-
novi a kol.: J. Exp. Med. 170, 2081 (1989). Rozumnym mnoZstvon

protildtok Jje také mnoZstvo, ktoré neutralizuje dané mnoZstvo
IL-4 alebo IL-10 v 10- aZ 1000-nasobnom nadbytku.

Pojem "spoloéne podavané" tak, ako sa tu pouZiva, znamena,
Ze protilatky proti Il-4 a 1IL-10 sa podavaji ¢&asovo tak blizko
seba, Ze u pacienta su pritomné sidasne. Poradie pod&vania nie je
rozhodujice. Protilatky sa mbZu podédvat sucasne alebo oddelene,

méZu byt vopred zmieZané alebo sa mbébZu poddvat oddelene.

Prostriedky na podavanie si typicky pafenterélne, s vyhodou
intravendézne. Protiladtky sa méZu pacientovi podavat infiziou

Standardnymi intravendéznymi spbsobmi. Protilatky sa najskdr sus-
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penduji v sterilnom, fyziologicky zlifitelnom médiu, ako je fos-
fore&nanovy solny pufor. S protildtkami sa mbZu znieSat farmaceu-
ticky prijatelné riedidla, akym je lecitin, glukdéza, dextréza

a antibiotika,.

MnoZstvo protilatky, ktoré sa podava sifasne, sa pohybuje v
rozmedzi 1 aZ 10 mg kaZdej protilatky na kg telesnej hmotnosti.
Je Ziadice, aby protilatka bola podavanad v takom mnoZstve, ktoré
poskytuje cirkula&ni hladinu 1 aZ 150 mg/ml, vyhodnge 10 aZ 100
ug/ml séra pre kaZdd protildtku. Protilatky majld typicky poléas 2
a? 7 dni. Podanie Jje potrebné =zopakovat vtedy, ak hladina
ktorejkolvek protilatky klesne pod pozadované mnoZistvo. MnoZstvo
protilatky vo vzorkdch séra sa mdZe merat konveninymi testami

imunity, s vyhodou testom ELISA.

Aj ked sd na ilustrdciu prikladov uskutoénenia podla tohto
vynidlezu pouZité monoklondlne protilatky proti IL-4 a IL-10, je
moZné pouZit tieZ inych antagonistov, napriklad protilatok, ktoré
sa Specificky viaZu na IL-4 alebo IL-10 receptory a tym inhibuja
naviazanie cytokinu. Podobne sa mb6Zu pouZit rozpustné formy IL-4
alebo IL-10 receptora, ktorému chybaji transmembranové domény.
Nakoniec, méZu sa pouZit antagonisti mutovanych foriem IL-4
a IL-10, ktoré sa silno viaZu na odpovedajice receptory, ale kto-
rym v podstate chyba biologickd aktivita. Jeden z takychto anta-
gonistov IL-4 mutantu, v ktorom je zvy3ok tyrozinu v polohe 124
prirodného Yudského IL-4 nahradeny zvySkom kyseliny aspartovej,
bol popisany Krusom a kol.: EMBO J. 11, 3237 (1992).

Antagonisti sa s vyhodu sdiéasne podavaji intravendzne ako
sterilnd vodnad zmes. Tato zmes mbdZe obsahovat akékolvek farmaceu-
ticky prijatelné riedidlo, ako napr. sterilné pufry, solny roz-

tok, antibiotika a pod.

Lieéenie sa ukonéi vtedy, ak je infekcia pod kontrolou, co
je moZné =zistit podla klinickej odpovede pacienta. Spololne
s tymto vyndlezom je moZné pouZit i lieenie beZnymi antibiotika-

mi.
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Zapalové érevné ochorenie : Pojem “"zapalové &revné
ochorenie” alebo "IBD" sa tu pouZiva pre vredovitdi kolitidu a
Crohnovu chorobu. Poddvanie IL-10 pri liedeni IBD je s vyhodou
parenteralne,, ako napriklad intravaskuldrne. Najvyhodnejsim
podédvanim je intravendzne podavanie. a lieenym cicavcom je

¢lovek.

MnoZstvo podavaného IL-10 je obyZajne v rozmedzi od 1 mg do
100 mg na kg telesnej hmotnosti. NajvyhodnejSou podidvanou davkou

je mnoZstvo od 50 ug do 100 mg na kg telesnej hmotnosti.

IL-10 sa mbZe podavat samotny alebo spoloCne s jednym alebo
viacerymi dalSimi terapeutickymi ¢inidlami. Medzi priklady
takychto &éinidiel, ktoré si vhodné na reguldciu epizodného zapalu
¢revného tkaniva, patria kortikosteroidy, sulfasalazin, derivéaty
sulfasalazinu, imunosupresivne liediva, ako 3je cyklosporin 12,
merkaptopurin, azatioprin a dalSie cytokiny. Spoloéné podavanie
mdZe byt postupné alebo sibeZné. Spoloéné podavanie zvy&ajne zna-
mend, Ze viac (dve alebo viac) lieéiv je u prijemcu pritomné isty
Specificky cas. Plati, Ze ak sa druhé C¢inidlo podava poéas poléa-
su prvého ¢inidla, potom sa toto poddvanie povaZuje za siéasné

poddvanie oboch é€inidiel.

Vyndlez popisuje aj spbdsob predpovedania predispozicie ci-
cavca na vyvoj zapalového stavu, ktoré sa vyznaduje suboptimdlny-
mi davkami IL-10 a ktoré obsahuje analyzovanie vzorky odobratej
cicavcovi na hladinu IL-10. Suboptimalne hladiny zahrfiuji nemera-
telné mnoZstvad. Meratelnid hladina sa méZe porovnat s normalnou
hladinou IL-10. Komerdne dostupnymi diagnostickymi =zostavami sa
mdZu testovat tieZ medidtory zédpalu, ako je 1IL-1, IL-6, TNF a
IFN-V.

Nadprodukcia jedného z tychto medidtorov mbZe naznadovat, Ze
si dostupné nedostatoéné mnoZstva 1IL-10. Zdrojom vzorky ije s
vyhodou krv. Tento spbsob umoZiiuje predpovedat predispiziciu
mnohych zapalovych stavév, ako je IBD alebo anémia, artritida,

dermatitida alebo iné priznaky sivisiace s IBD.
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Podla vynalezu sa ziskaju tieZ farmaceutické prostriedky.
Prostriedok na podavanie cicavcovi, ktory m& IBD, ako je vredovi-
tda kolitida alebo Crohnova choroba, obsahuje také mnoZstvo
IL-10, ktoré je efektivne na zlepSenie aspoii jedného priznaku

alebo znaku IBD u cicavca, a hore popisany farmaceuticky nosié.

Pojem “priznak” (symptdém) znamend akykolvek subjektivny
prejav choroby alebo pacientovho stavu. Patria sem priznaky
vnimané pacientom. Medzi priklady priznakov IBD patri diarea,
abdominélna Dbolest, horaudka, melena, hematochézia a strata
hmotnosti. Pojem “znak"” sa obecne tyka akéhokolvek objektivneho
ddkazu choroby alebo stavu, ktoré sa zisti laboratérnym
vyhodnotenim alebo inymi testami, akymi je ultrazvukova &tudia

alebo radiograficky test.

Medzi niektoré priklady znakov IBD patria abdomindlne
tazkosti, glositida, aftézny vred, andlna fisura, periandlna fi-
sura, anémia, malad absorpcia a nedostatok Zeleza. PrileZitostne
sa znaky prekryvaji s priznakmi. Napriklad pacient si staZuje na
krvavi stolicu (priznak) a laboratdérny test vzorky stolice je

pozitivny na krv (znak).

Farmaceutické prostriedky podla wuskuto&nenia tohto vynalezu
si vyhodne vo forme, ktord je vhodnd na parenterdlne podavanie.
Efektivhym mnoZstvom je s vyhodou jednotkovd davka v ampulke.
Efektivne mnoZstvo ma byt pritomné +tieZ v liekovke obsahujicej
viac daviek, alebo by sa malo ponikat v nejakej forme. Medzi
priklady farmaceuticky prijatelnych prisad patria riedidla, akymi
st vodné riedidla, pufry, protimikrobidlne &inidld a ochranné &i-

nidla.

Na stanovenie IL-10 aktivity sa méZu pouZzivat biologické
testy cytokinov. Biologicky test ludského lymfotoxinu je popisany
Aggarwalom: Methods in Enzymology 116, 441 (1985) a Matthewsonm a
kol. (red. Clemens a kol.): Cytokines and Interferons; 2
Practical Approach, str. 221 aZ 225 (IRL Press, Washington, D.C.
1987). Ludsky IL-2 a GM-CSF mbéZu byt testované na faktor zavis-
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kych bunkovych linii CTLL-2 a KG-1, ktoré si dostupné od ATCC pod
oznadéenim TIB 214 a CCL 246. Ludsky IL-3 je moZné testovat na je-
ho schopnost stimulovat tvorbu réznych koldénii hematopoéznych bu-
niek v kultirach mdkkého agaru, napr. tak, ako to popisuje Metc-
laf: The Hemopoietic Colony Stimulating Factors (Elsevier, Ams-
terdam 1984). INF-{ mé%e byt kvantitativne vyhodnocovany antivi-
rovymi testami, napr. Meager v Clemensovi akol. (red.) na str.
129 a% 147. Monitorovanie tychto cytokinov dava uZitoéné informa-
cie o tom, kedy bolo podané efektivne mnoZstvo IL-10. M6Zu sa

pouZivat tieZ imunochemické testy, ako je ELISA.

IL-10 sa mbZe poddvat vo vodnych riedidlach, ako je voda,
solny roztok alebo pufrované riedidld s pridanim alebo bez
pridania ré6znych prisad a/alebo riedidiel. M&Ze sa tieZ pripravit
suspenzia, napriklad zinkova suspenzia, ktorad obsahuje IL-10. Ta-
to suspenzia je vhodnd na subskutdnne (sc) alebo intramuskuldrne
(im) injekcie. MnoZstvo IL-10 a prisady sa mdZe pohybovat v
Sirokom rozpiti, pokial si obidve pritomné v efektivnych mnoZst-

vach. MnoZstvo IL-10 by malo byt v rozmedzi od 1 mg do 100 ag.

Celkovi denni davku predstavuje mnoZstvo od 1 mg do 100 mg
na kilogram telesnej hmotnosti, vyhodne v rozmedzi od 10 mg do
1000 ug na kilogram telesnej hmotnosti, v¥hodnej3ie v rozmedzi od
50 ug do 100 ug na kilogram telesnej hmotnosti. Davky sa podavaju
podla takej schémy, Xktorou sa dosahuje poZadovany terapeuticky
i&inok a ktora méZe byt periodick& alebo nepravidelnid, mdZe trvat

krat3i alebo dl1h8i éas podla povahy takychto zépalov.

Prostriedky sa do tela méZu dostdvat ordlne alebo injekéEne.
Medzi prostriedky ordlneho podavania patria zldceniny, ktoré
chrania polypeptidy pred proteindzami a ktoré sa vyskytuja v gas-
trointestindlnom trakte. Injekcie sU obyéajne intramuskularne,
subkutéanne, intradermdlne alebo intravendézne. Podla okolnosti sa
mb6Zu podavat tieZ intraartikuldrne injekcie alebo pouZit iné moi-
nosti podavania. Prostriedky obsahujice IL-10 mb6Zu tieZ byt pa-
cientovi implantované alebo méZu byt podané injek&ne systémom po-

davania lieéiv, vid napr. Urguhart a kol.: Ann. Rev. Pharmacol.
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Toxicol. 24, 199 (1984), Lewis (red.): Controlled Release of Pes-
ticides and Pharmaceuticals (Plenum Press, New York, 1981) a US
patenty €. 3 773 919 a 3 270 960.

Peptid sa s vyhodou poddva parenterdlne, s vyhodou v
jednotkovej ddvkovej injektovatelnej forme. Prikladmi injektova-
telnej formy si roztoky, suspenzie a emulzie. Vyhodnej3ie sa
efektivne mnoZstvo IL-10 podava intravendzne.

'

Pojem "efektivne mnoZstvo"” tak, ako je tu definované, zname-
nad mnoZstvo, ktoré je dostatoéné na zmiernenie priznaku alebo
znaku autoimunného stavu alebo neZiadlicej zapalovej alebo imunit-
nej odpovede. Medzi typickych cicavéich hostitelov patria my3i,
krysy, macéky, psi a primati vriatane &loveka. Efektivne mnoZstvo
pre prislu3ného pacienta zavisi od faktorov, ako je stav liedené-
ho, celkovy zdravotny stav pacienta, forma a davka podavania

a prejav vedlajS§ich dWéinkov.

Stanovenie prisluSnej davky sa uréuje podla parametrov,
ktoré sd odbornikom 2znéme. Obvykle davkovanie zad¢ina mnoZstvonm
men3im ako je optimadlna dadvka a zvy3uje sa malymi prirastkanmi,
pokial sa nedosiahne optimdlny G&inok, vid The Merck Manual § 269
"Pharmacokinetics and Drug Administration". D&leZitymi indikdtor-
mi dosiahnutia efektivnej davky si hladiny TNFa, IFN-Y, 1IL-1 a

IL-6. Vyhodne sa pouZiva IL-10 odvodeny od cicavéich typov.

Typicky sa IL-10 podava injekéne spoloéne s farmaceutickym
nosicéom, akym 3je normdlny solny roztok, Ringerov roztok, roztok
dextrézy a dalSie vodné nosiée odbornikom zndme. M&Zu sa pouZivat
tieZ prislu3né nevodné nosife. Prikladom si netuhnlce oleje
a etyloleat. Vyhodnym nosidom je 5 % (hmotn.) roztok dextrézy
v solnom roztoku. Casto sa vyZaduje, aby v nosiéi boli pritomné
pomocné ¢&inidl&, akymi sU pufry a ochranné ¢&inidla alebo iné

latky na zvySenie izotonicity a chemickej stability.

Celkovd dennd davka sa mbZe podavat ako jedinad injekcia

alebo ako kontinudlna infizia. M8Ze byt tieZz rozdelend do niekol-
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kych menZ8ich d&avok pre bolus intravendézne podanie alebo podanie
inou formou, akou je intramuskularna injekcia. IL-10 sa vyhodne
podava ako intravendzny bolus.

IL-10 sa mbéZe podavat samotny¥ alebo v kombinacii s inymi
terapeutickymi &inidlami. Prikladmi takychto &inidiel pri indika-
cii zapalu &riev sG kortikosteroidy, sulfasalazin, derivaty sul-
fasalazinu a vybraté cytotoxické 1lieiva, akym je cyklosporin A,
merkaptopurin a azatioprin. Nasobné 1liefenie sa uskutoéfiuje tak,
Ze sa oddelene podaji infizie alebo sa po sebe podaji injekcie.
V niektorych pripadoch sa nasobné liedenie uskutoéfiuje tak, Ze sa
lie€¢iva zmie3aji a poddvaji sa sliCasne infdziou alebo injekciou,
napr. IL-10 spolofne s inymi cytokinmi, steroidmi alebo terapeu-

tickymi reak&énymi ¢Einidlami.

Je potrebné uviest, Ze priznaky IBD mbZu byt pripadné, tak3e
sa efektivne liefenie mdZe dosiahnit podanim malych davok vo
vhodnych momentoch. Malé mnoZstvd kontinudlneho poddvania mézu
zabezpecit dlhé obdobie bezepizédneho zdravia pre postihnuté

cielové Zivo&ichy.

Podadvanie mbéZe byt suUasné alebo postupné. Obecne pojem
"sifasné podavanie" znamen&, Ze obidva cytokiny sd pritomné
v prijemcovi polas Specifického d&asového intervalu. 2Zvyé&ajne
plati, Ze ak sa druhy cytokin podava podas poléasu prvého
cytokinu, sG obidva cytokiny podavané sidasne. SiGlasné podavanie
je s vyhodou parenterdlne, vyhodnejSie intravendzne. Efektivne
mnoZstvo sa zvoli v rozmedzi od 15 mug do 1500 Mg na kilogram te-

lesnej hmotnosti cicavca.

V tejto &asti popisu je popisand inhibicia hypersenzitivnych
reakcii neskorého typu. Toto uskutonenie vyndlezu popisuje in
vivo spbsob inhibovania reakcie hypersenzitivity neskorého typu u
cicavcov, ktory zahrifiuje podadvanie efektivneho mnoZstva IL-10 ci-
cavcovi. Efektivne mnoZstvo IL-4 sa cicavcovi mb6Ze podavat sias-
ne s IL-10, pridom cicavcom 3je oby&ajne &lovek. Podavanie IL-4

a IL-10 mb6Ze byt sifasné alebo postupné, oby&ajne parenterdlne,
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vyhodne intravaskularne.

Vyndlez popisuje aj spbsob inhibovania bunkovej migricie na
miesto udpaly v tele cicavca. Migréacia buniek sa tyka vyrovnania
alebo pritiahnutia bunkovej imunitnej odpovede cicavca, ktori za-
hriiuje lymfocyty, monocyty a makrofidgy na miesto zapalu. Vynélez

popisuje aj spbsob inhibicie edému v tkanivach.

Horeuvedené spOsoby popisuji podavanie IL-4 a/alebo Il-10,
ktoré je parenteralne, ako napr. intravaskuldrne, alebo ktoré je
v blizkosti miesta zdpalu. Efektivne mnoZstvo IL-4 alebo IL-10 sa
obyfajne zvoli z rozmedzia od 15 mg do 1500 mg na kilogram teles-

nej hmotnosti cicavca.

Vynalez dalej popisuje in vivo spbésob obmedzenia reakcie hy-
persenzitivity neskorého typu u cicavcov, ktory spodiva v siéas-
nom podavani efektivneho mnoZstva 1IL-4 a IL-10 cicavcovi, pricom
si¢asné podavanie je parenterilne a efektivne mnoZstvo je v roz-
medzi od 15 mg do 1500 mg na kilogram telesnej hmotnosti cicavca.
Vyhodné mnoZstvo je moZné zvolit z rozmedzia od 100 mg do 1000

ng.

Vyndlez popisuje zostavu na posilnenie IL-10 sprostredkova-
nej inhibicie produkcie cytokinu T bunkami u cicavcov. Zostava
obsahuje ampulku s Jjednotkovou davkovou zmesou IL-4 a IL-10.
Miesto ampulky sa mbéZe pouZit i ind nddoba, ako liekovka,
plastovy sécok, sklenend skimavka a podobné. Zmes IL-4 a IL-10 je
vy¥hodne vo forme vhodnej na: parenteridlne podidvanie. Jednotkova
davka sa zvoli z rozmedzia od 15 mg do 1500 mg ako IL-4, tak

i IL-10 na kilogram telesnej hmotnosti cicavca.

Vynalez sa tyka aj spolo&ného Géinku IL-4 a IL-10 na aktivi-
tu T-buniek. Tento vyndlez prvykrat popisuje, Ze tdto spolupréaca
bola identifikovanad Specificky na T-bunkldch. Predchadzajlice udaje
naznaduji d¢inky na makrofdgy alebo monocyty a efektorovi tGlohu
makrofdga. Aditivny G&inok IL-4 a IL-10 na aktivitu T-buniek je

prekvapujlici a podporuje dalSie terapeutické pouZitia, zvlast
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vzhladom na bunkami sprostredkovani imunitu. Nakolko kombinicia
IL-4 a IL-10 posiliiuje IL-10 sprostredkovani inhibiciu produkcie
cytokinu T-buniek, tento vyndlez je vhodny vtedy, ak je potrebné
regulovat odpoved T-buniek, ktord sa tyka produkcie cytokinu.
Medzi priklédy patri hypersenzitivita neskorého typu, bunkou

sprostredkovany zapal a proliferdcia a aktivdcia T-buniek.

Napriklad autoimunitné ochorenie diabetes mellitus typu I sa
vyznaduje tym, Ze ostrovEeky buniek si infiltrované lymfocytmi,
makrofadgmi a Dbunkami plazmy. PotlaCenie produkcie cytokinu
T-bunkami méZe zmiernit priznaky a deStrukciu ostrov&eka buniek
u pacienta s diabetes. Tento vyndlez mbZe hrat dlohu aj pri lie-~
éeni bunkami sprostredkovanych imunitnych odpovediach pri trans-

plantdciach a implantdciach organov.

Je zname, Ze pri odmietani Yadvin hra dlohu imunita sprost-
redkovand bunkami. Cytokiny v oblasti transplantovanej ladviny
spbsobuji aktivaciu buniek, proliferdciu, agregdciu, fibrogenézu,
inhibiciu rastu a cytotoxicitu. Vyndlez méZe hrat priaznivi dlohu
aj pri liecdeni GVDH. TieZ sarkoidéza, lymfoproliferadnd porucha,
sivisia s dbékazom odumierania DTH a aktivovanych T alebo pomoc-

nych buniek s ndslednou tvorbou granuldmu.

Priklady uskutoénenia vyndlezu

Vyndlez m&Ze byt objasneny nasledujicimi neobmedzujicimi
prikladmi. Pokial nie je stanovené inak, percenta uvedené pre
pevné latky v zmesi s\ peréentami hmotnostnymi vzhladom kX hmot-
nostnym dielom, kvapalin v kvapalindch objemovymi k objemovym
dielom a v pripade pevnych latok v kvapalinadch hmotnostné k obje-

movym dielom.

Inhibicia proliferadcie neoplastickych buniek zavislych od IL-2

Priklad 1
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IL-10 inhibuje proliferaciu Iudskych ThO, Thl a Th2 "podob-
n¥ch” Xklonov po aktivicii anti-CD3 monoklondlnymi protilatkami
zosietovanymi na myS8ich L bunkdch transfektovanych CD32.

Bunky a bunkové linie

Pouzivaji sa linie T-buniek CD2*, CD3*, CD4* a CD8*. Klony
HY-06, 827 a 837 boli uZ skébr popisané [Yssel a kol.: Eur. J.
Immunol. 16, 1187 (1986) a Haanom a kol.: J. Exp. Med. 174, 583
(1991)]. Klon T buniek 827 rozpoznava toxin tetanu (TT) v
kontexte HLA-DR3 a klon T buniek HY-06 rozpozndva peptid 2-12
z proteinu Mycobacterium leprae s molekulovou hmotnostou 65 000.

Antigénova Specifickost klonu T buniek 837 nie je znéma.

Klony T buniek SP-B21 a SP-A3 boli ziskané z pacienta, ktory
mal silni kombinovani nedostatoéni imunitu (SCID) a ktorému boli
ispe$Sne transplantované fetdlny tymus a pelefi [Roncarolo a kol.:
J. Exp. Med. 168, 2139 (1988)]. Klony T buniek NP 12, NP 14 a NP
44 Dboli =ziskané =z PBMC atopického pacienta a proliferuji
Specificky v odpovedi na peptid p89-117 molekuly Der p 1 hlavného
alergénu rozto8a v bytovom prachu ([Yssel a kol.: J. Immmunol.
148, 738 (1992)]. Klony T buniek CR253, CR378, AP74 a AP75 boli
izolované z PBMC pacienta, ktory mal chronickd Lymski artritidu a
reaguji na homolég heat shock proteinu Borrelia gurgdorferi s
molekulovou hmotnostou 60 000 (HSP60) [Shanafelt a kol.: J.
Immunol. 146, 3985 (1991)].

Tieto klony buniek boli priradené k¥ T pomocnym podradam na
zdklade ich profilov produkcie lymfokinov (tabulka 1). Klony
T buniek (2.105 buniek/ml) boli stimulované v dvojtyZdennych in-
tervaloch zmesou krvnych buniek, ktord pozostava z 108 oZiarenych
(4 000 rad) alogénnych periférnych krvnych leukocytov (PBL) na
ml, 105 oZiarenych (5 000 rad) buniek na ml B bunkovych 1linii
transformovanych virusom Epstein-Bar (EBV-LCL) JY a 0,1 mg/ml
vyCistenych PHA (Welcome Diagnostics, beckenham, Kent, Anglicko)
v 24 jamkach Linbro dosiek (Flow, Mc Lean, Va.), ako to bolo uz

skér popisané [Spits a kol.: J. Immunol. 128, 95 (1982). Tri az
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Styri dni po kaZdej restimulécii sa kultury rozStepia a dalej sa
expanduji v médiu, ktoré obsahuje 20 jednotiek rIL-2 na ml. Viet-
ky klonované linie T buniek a EBV-LCL boli kultivované v Ysselo-
vom médiu (Yssel a kol.: J. Immunol. Methods 72, 219 (1984) dopl-

nenom 1 % Iudského AB* séra.

MySie L bunky transfektované CD32 (FCYRII) (16.2CG7) boli
pripravené podla Peltza: J. Immunol. 141, 1891 (1988). Tato
citadcia je tu zahrnutd ako odkaz. Struéne - Dol poyZity Fc§RII
cDNA klon, 16.2, izolovany z ludskej monocytovej bunkovej linie
mutanta U937 (vid Stuart a kol.: J. Exp. Med. 166, 1668 (1987)).
Pouzitim Standardnych spésobov miestne Specifickej mutagenézy sa
vytvori mutant, ktorému chyba cytoplazmovd doména, zavedenim mu-
tacii, ktoré menia dva lyzinové koddny po prvej aminokyseline
(arginine) predpokladanej cytoplazmovej domény na stop koddny.
Prechodna transfekcia mySich L buniek sa uskutodfiuje Standardnymi

spbsobmi.

Reak&né ¢inidla

Rekombinantny IL-10 sa exprimuje v E. coli. Vycisti sa podla
spbsobu popisaného v spisoch: de Waal Malefyt a kol.: J. Exp.
Med. 174, 915 (1991) a WO 91/00349, vid vys8ie.

Proliferaéné testy

Klonované T bunky sa pouZivaju 10 aZ 12 dni po stimulédcii
kfmnymi bunkami. V tomto Stddiu boli klony T buniek malé a v
"odpod¢ivajicom"” stave. Klony T buniek (2.104 buniek na jamku) bo-
li inkubované L bunkami transfektovanymi CD32 (2.104 buniek na
jamku) v pritomnosti anti-CD3 mAbs (SPV-T3b) )1 mg/ml) [Spits a
kol.: Hybridoma 2, 423 (1983)] v 200 mpl miskdach s plochym dnom
(Falcon, Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ). L bunky boli pred-
inkubované s mAbs (1 mg/ml) 1 hod. v pritomnosti alebo bez pri-

tomnosti IL-10 (100 Jjednotiek na ml) pred tym, ako sa pridaijua
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T bunky, a boli kultivované 72 hodin. Na L bunky sa potom pdsobi
mitomycinom C (50 mg/ml) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) pri
teplote 37° C po dobu 45 minGt a nasledne pred pouZitim sa Sty-
rikrat premyji. Bunky sa inkubujd 72 hodin pri teplote 37°
Cas 5 % oxidu uhlié¢itého sa na ne pb6sobi 4 hodiny [3H]TdR a bo-
li izolované tak, ako to popisuji Yssel a kol.: Eur. J. Immunol.
16, 1187 (1986). Tieto vysledky boli vyjadrené ako pofet impulzov
za mindtu zahrnutého [3H]TdR a predstavuji stredni hodnotu troch
kultivacii. .

U&inky IL-10 na proliferadciu klonov T buniek sa neodliSujid
zostavou produkovanych T bunkovych lymfokinov. Klony T buniek
837, SP-B21 a 827 po aktivdcii produkujd IL-2, IL-4 a IFN-{"a sdi
teda povaZované za reprezentantov Iudskych ThO klonov. HY-06, CR
253, CR 378, CR 380, AP 74 a AP 75 produkujdi vysoké hladiny IFN-Y
a nezistitelné alebo nizke mnhoZstvo IFN-{Y po aktivacii ich
Specifickym antigénom. Klon T buniek SP-A3 po aktivacii produkuije
IL-2, IL-5, IFN-¥ a GM-CSF, ale nikdy nie IL-4.

Ako je uvedené v tabulke 1, IL-10 po aktivacii inhibuje pro-
liferdciu klonov T buniek 837, SP-B2l1, SP-A3, 827, HY-06, CR
253, CR 378, CR 380, AP 74, AP 75, NP 12 a NP 44. IL-10 nie je
teda schopny inhibovat prolifericiu klonov T buniek patriacich ku
vietkym T pomocnym podskupindm. Obecne IL-10 inhibuje prolifera-
ciu klonov T buniek pri podmienkach tohto testu na 20 aZ 50 %.
Tato inhibicia je zavislid od davky a je Specifickd, pretoZe je

moZné ju zvratit neutralizovanim anti-I1-10 mAb 19F1.

Tabulka 1

Vplyv IL-10 na proliferaéni odpoved Yudskych ThO, Thl a Th2
klonov po aktivacii anti-CD3 mAbs zosietovanych na CD32 (Fc RII)
transfektovanych L bunkéch
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inkorporacia [3H]TdR] (poéet impulzov

za mindtu.10-3)

typ klonov T buniek klon T buniek kontrola +IL-10 (100 j./ml)

T pomocné 0 837 69 51
SP-B21 88 51

827 5,5 3.5
SP-A3 28 12
T pomocné 1 HY-06 11 8
CR253 12,8 10

CR378 14,9 4,3

. CR380 19,8 8,5
T pomoché 2 AP74 22 9
AP75 38 33
NP12 72 49
NO44 15,3 7

My8i IL-10, ktory je Specifickou Easticou, nemd Ziadny vplyv
na proliferaciu tychto klonov Iudskych T buniek. To naznacduje, Ze
IL-10 priamo pb6sobi na klony T buniek a nie na CD32 transfektova-
nej myS8iej L bunky pouZitej na skriZené naviazanie anti-CD3 mAbs.
Tieto vysledky ukazuji, 2Ze IL-10 priamo inhibuje proliferaciu
Tudskych ThOo, Thl a Th2 klonov po aktivdcii TCR/CD3 komplexom

anti-CD3 mAbs zosietovanych na L bunkdch transfektovanych CD32.

Priklad 2

IL-10 inhibuje proliferdciu CD4* Xklonuv T buniek nezavisle od
ko-stimulaénych signalov poskytovanych ICAM-1, LFA-3 alebo B7
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Aktivaciu klonov Yudskych T buniek je moZné upravit interak-
ciou pridavnych molekGl na T bunkdch s ich opaénymi Struktdrami
na antigén prezentujicich bunkdch (APC). Ukazalo sa, Ze interak-
cia medzi LFA-1 a ICAM1l, CD2 a LFA3, CD28 a B7 alebo CTLA-4 a B7
dava ko-stimula&né signdly posiliiujice proliferdciu a efektorové
funkcie T buniek. Na stanovenie, ¢i 1IL-10 inhibuje prolifericiu
T buniek ovplyvnenim ko-stimulacénej funkcie tychto pridavnjch mo-
lekil, boli vytvorené L bunky, ktoré exprimuji CD32 a 1ICAM1,
LFA-3 alebo B7. .

Vytvorenie pCD-SRa-LFA-3 HYG, pCDM8-ICAM-1 HYG a pBJ-B7 HYG

LFA-3 cDNA bola ziskand z Raji cDNA kniZnice PCR amplifika-
ciou pouzZitia LFA-3 8pecifickych primerov. Raji cDNA kniZnica bo-
la vytvorena v pCD-SRa vektore, ako to bolo popisané skdér [Matsui
a kol.: Science 154, 1788 (1991)]. Na klonovanie transmembranovej
formy LFA-3 boli pouZité nasledujice primery
sense 5 -GGCTGCAGCGACGAGCCATGGTTGCTGGGAGCGACGCG-3~ (nt 780 a%Z
745) .

Na vhodné subklonovanie amplifikovanych produktov bol LFA-3
sense primer narhnuty s Pst-I miestom a LFA-3 antisense primer s
miestom Kpn-I. Amplifikacia sa uskutoliiuje pri nasledujicich pod-
mienkach: 1 g plazmidovej DNA rozStiepenej p6_sobenim Hind-III
z Raji kniZnice sa amplifikuje v 50 ul reakciu obsahujicej po 25
méloch kazZdého primeru, po 125 mI dGTP, dATP, dCTP a d4dTTP
(Pharmacia, Uppsala, évédsko), 50 nM KCl, 10nM tris-HCl, pH 8,3,
1,5 nM MgClz, 1 mg/ml Zelatiny a 5 jednotiek Tag polymerdzy (IBI,
New Haven, Kt.).

Zmesi sa inkubuji v 20 cykloch (denaturdcia 30 s, 94° C,
aneldcia 30 s, 55° C, predifenie 60 s, 720 C) pristrojom
Perkin-Elmer /Cetus DNA Thermal Cycler. Odoberie sa 5 ul podiel
a podrobi sa druhej &asti amplifikdcie pri rovnakych podmienkach.
Reakcia sa extrahuje chloroformom a nanesie sa na 1 % agarovy
gel. Amplifikovany produkt s océakavanou velkostou 785 parov nuk-

leotidov sa po rozdeleni vyreZe 2z gélu, izoluje sa adsorpciou na
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silikagéli pomocou zostavy Geneclea kit (Bio 101, La Jolla, Ka.),
rozitiepi sa pbsobenim Pst-1 a Kpn-1 a subklonuje sa v Bluescrip-
te II KS(+) (Stratagene, La Jolla, Ka.).

Standardnymi spbsobmi sa izolujd mnohé klony obsahujice
LFA-3. Styri klony sa sekvenuji dideoxy-termina&nou metédou s
pouzitim =zostavy na sekvenovanie Sequenase DNA sequencing kit
(USA, Cleveland, Oh.). VSetky 8tyri klony sG na 100 % identické
s publikovanou sekvenciou. Izoluje sa Pst~1-Kpn-1 fragment jedné-
ho z tychto klonov a subklonuje sa do pCD-SRa 296 expresivneho

vektora Matsui a kol., vid vy83ie.

pCDM8-ICAM-1 [Blanchard a kol.: J. Immunol. 138, 2417
(1987)] bol darom Dr. Briana Seeda (Massachusetts General Hospi-
tal, Boston, Ma.). Aminocyklitol-fosfotransferdzovy gén, ktory
kéduje rezistenciu na hydromycin-B, bol wumiestneny pod kontrolu
promotora SV-40 a polyadenylaénych signalov a Standardnymi
spdsobmi bol vloZeny do miest Sfi-I pCD-SRa-LFA-3 a pCDM8-ICAM-1.
Ziskaju sa tak pCD-SRa-LFA-3 HYG a pCDM8-ICAM-1 HYG. pB7-B7-HYG
obsahuje Yudsky B7 pod kontrolou SRa promotora, Makgoba a kol.:
Nature 331, 86 (1988). Bol ziskany darom od Dr. L. Laniera (DNAX

Research Institute).

L bunky, ktoré expresiou davaji HLA-DR3 alebo <CD32, boli
transfektované pCD-SRa-LFA-3-HYG, pCDM8-ICAM-1-HYG alebo
pBJ-B7-HYG lipofekciou (BRL, Gaithersburg, Md.) podla postupu
uvedeného vyrobcom. Bunky boli &tiepené 48 hodin po transfekcii.
Pridané bolo médium, ktoré obsahuje 200 mg/ml hydromycinu-B (Lil-

ly, Indianopolis, In.), a toto médium bolo vymiefiané kaZdé 3 dni.

Po 12 difioch boli viditelné jednotlivé koldnie, rezistentné
na hydromycin-B. Tieto bunky boli spojené, sfarbené na expresiu
LFA-3, ICAM-1 alebo B7 nepriamou imunofluorescenciou a ¢istené
dvoma po sebe nasledujicimi kolami pozitivneho triedenia na FACS-
Star Plus. Kontransfektované bunkové 1linie boli wudrZiavané
v RPMI-1640, doplnenom o 200 mg/ml hydromycinu-B a 10 % FCS.
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Pre FACS analyzu sa bunky inkubujd v mikrotitrovacich dos-
kdch s dnom v tvare V (Flow Laboratories, Mc Lean, Va.) s vy&is-
tenou mAb (10 mug/ml) 30 mindt pri 4° C. Po dvoch premytiach PBS,
ktory obsahuie 0,02 mM azidu sodného a 1 % BSA (Sigma, St. Louis,
Mo.) boli bunky inkubované s 1/40 riedenia FITC ozna&enych frag-
mentov F (ab )2 koziej protimySiej protilatky (TAGO, Inc., Bur-
lingame, Ka.) 30 minGt pri 4° C. Po troch dalSich premytiach sa
vzorky oznadenych buniek analyzuji prietokovou mikrofluorimetriou
(FMF) na FACScane (Becton Dickinson, Sunnyvale, Ka.), PouZiva sa
anti-LFA-3 mAbs TS 2/9, ktord bola popisand Krenskym a kol.: J.
Immunol. 132, 2180 (1984). Boli pouZité anti-ICAM-1 mAb
LB2 a anti-B7 mADb L307, ktoré popisali Azuma a kol.: J. Exp. Med.
175, 353 (1992).

Klony T buniek Dboli aktivované pbsobenim anti-CD3 alebo
anti-CD2 mAbs =zosietovanych na L bunkdch koexprimujicich CD32 a
ICAM-1, LFA-3 alebo B7 v nepritomnosti alebo v pritomnosti IL-10.
Bolo zistené, Ze proliferdcia klonov T buniek SP-B21 a NP 12 bola
zosilnenda vtedy, ked klony boli stimulované anti-CD3 mAbs
prezentovanymi CD32 transfektovanymi L bunkanmi, ktoré
koexprimovali ICAM-1 a LFA-3. Koexpresia LFA-3 bola GEinnejSia
pri zvySovani proliferacie klonov T buniek v porovnani s ICAM-1
alebo B7 a viedla stabilne X 2 aZ 4-nasobnému zvySeniu prolifera-
cie. Pri koexpresii ICAM-1 bolo pozorované len mierne zvySenie
proliferacie. B7 obyfajne neovplyviiuje proliferdciu klonov T bu-

niek.

IL-10 inhiboval proliferaéni odpoved Kklonov T buniek po
aktivacii anti-CD3 mAbs zosietovanych na L bunkdch transfektova-
nych €D32 i v pritomnosti ICAM-1, LFA-3 a B7. Avsak inhibicia
pbsobenim IL-10 proliferé&cie klonov T buniek aktivovanych CD32

bunkami exprimujicimi LFA-3 bola menej vyznamna.

Proliferdcia klonov T buniek by mohla byt indukovanad tieZ
mitogénnou kombindciou anti-CD2 mAbs zosietovanych na L CD32 bun-
k&ch pre klony T buniek-SP—BZI a NP-12. Klony T buniek (2.104 bu-
niek na jamku) boli stimulované anti-CD2 mAbs X11-1 (0,5 mg/ml)
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a D66 (0,5 mg/ml) v 200 ml miskdch s gulatym dnom (Linbro, Flow
laboratories, Mc Lean, Va.), ako Jje vys8Sie wuvedené. Produkcia
tychto protiladtok 3je popisand Brottierom: J. Immunol. 135, 1624
(1985). ,

Proliferdcia T buniek nebola ovplyvnend vtedy, ak sa ko-
exprimoval ICAM-1 alebo LFA-3. Bolo v8ak pozorované mierne
zvyS8enie proliferdcie vtedy, ak sa pouZili L bunky koexprimujice
CD32 a B7. Proliferadcia klonov T buniek indukovand anti-CD2 bola
inhibovand na 30 aZz 50 ¥ tieZ v pritomnosti IL-10 vtedy, ak boli
pouZité L bunky exprimujice CD32 a ICAM-1, LFA-3 alebo B7. IL-10
neovplyvnil expresiu LFA-1, CD2 alebo CDE28 klonov T buniek. Sa-
hrnne tieto vysledky poukazuji na to, Ze priamy inhibid&ny vplyv
IL-10 na proliferaciu T buniek nebol désledkom =zmien

ko-stimuladnych signdlov poskytovanych ICAM-1, LFA-3 alebo B7.

Priklad 3

IL-2, ale nie IL-4, mbZe zmenit inhibiciu proliferdcie T buniek

indukovanou IL-10

Na stanovenie, &i by IL-2 alebo IL-4 mohli zmenit inhibiciu
proliferdcie T buniek indukovanou IL-10, boli klony T buniek
aktivované anti-CD3 alebo anti-CD2 mAbs zosietovanymi na L bun-
kdch expresujicich CD32 a ICAM-1, LFA-3 alebo B7 vV pritomnosti
IL-2 alebo IL-4. 1IL-2 sa pridd v mnoZstve 20 3j./ml a 1IL-4 v
mnoZstve 200 j./ml. Vyéisteny -Iudsky r-ILO-4 (Specificka aktivita
2.107 j./mg) bol dodany firmou Schering-Plough Research
(Bloomfield, NJ.).

Bolo zistené, Ze pridanie IL-2 v nizkych koncentraciach by
mohlo dspedSne prevrdtif inhibiéné Géinky 1IL-10 na proliferaciu
klonov T buniek SP-B21 a NP-12. Pridanie IL-4 v koncentracii 200
j./ml by vsSak nemohlo prevratit tieto 1inhibiéné efekty IL-10 na
proliferaciu T buniek. kultivovanie klonov T buniek v trvani aZ

72 hodin v pritomnosti IL-10 nevedie k zniZeniu regulacie expre-
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sie IL-2 receptora a alebo B retazca. Naviac, aktivacia klonov
T buniek PHA v pritomnosti IL-10 nemala Ziadny efekt na indukciu
expresie IL-2 receptora a a B retazca. Bola pouZita anti-IL-2Ra
mAb B10, popisana Hervonm a kol.: Blood 75, 1017 (1990). PouZité
bola tieZ anti-IL-2RB mAb Tu 27, popisand Takeshitom: J. Exp.
Med. 169, 1323 (1989). Tieto vysledky sihrnne ukazuji, Ze inhibi-
cia proliferdcie T buniek IL-10 by wmohla byt prevratend déinkom
IL-2, nie v8ak G&inkom IL-4 a to pravdepodobne preto, Ze dochadza

kX inhibicii produkcie IL-2.

Priklad 4

IL-10 inhibuje produkciu IL-2, ale nie IL-4, I1-5, IFN-{ a GM-CSF
klony lIudskych T buniek

Na stanovenie, ¢i priamy inhibiény efekt IL-10 na prolifera-
ciu klonov T buniek existuje vdaka inhibicii produkcie IL-2, boli
klony T buniek 837, SP-B21, 827, HY-06, CR 253, NP 12 a NP 44
aktivované anti-CD3 mAbs zosietovanymi na L bunkach
transfektovanych CD32 a ICAM-1, LFA-3 alebo B7 v nepritomnosti
alebo v pritomnosti IL-10 po dobu 24 hodin. Produkcia IL-2, IL-4,
IL-5, IFN-{ a GM-CSF bola merand testom ELISA Specifickym pre cy-
tokin. Citlivost tychto testov ELISA bola : IL-2 : 10pg/ml, IL-4
50 pg/ml, IL-5 : 50 pg/ml, IFN-¥ : 300 pg/ml a GM-CSF : 50 pg/ml.

Klony T buniek boli izolovnaé na testy produkcie lymfokinov
10 a% 12 dni po stimulacii kfmnymi bunkami, ako to bolo uz vyssie
uvedené. Bunky boli inkubované 24 hodin pri teplote 37° C, vo
zvlhéenej atmosfére s 5 % oxidu wuhliéitého, kultivacné
supernatanty boli izolované, odstredované pri 250 x G, rozdelené
na jednotlivé podiely a pred testovanim skladované pri teplote
-20° C.

Aktivacia klonov T buniek viedla Xk produkcii IL-2, IL-4,
IL-5, GM-CSF a IFN-{* podla ich odpovedajicich profilov produkcie

Th bunkovej podrady cytokinov. V3eobecne boli namerané najvyssie

37



hodnoty produkcie cytokinov vtedy, ked klony T buniek boli akti-
vované L bunkami exprimujdicimi CD32 a LFA-3 alebo B7. V skutoéd-
nosti bola produkcia IL-2 detegovanid prevaZne v supernatantoch
klonov T buniek aktivovanych anti-CD3 nha L CD32-LFA-3
a L CD32-B7 transfektantoch. IL-10 silne inhibuje produkciu IL-2
klonmi T buniek. Produkcia IL-4 nebola ovplyvnena IL-10, zatial
o produkcia IL-5, GM-CSF a IFN-{ bola IL-10 len nepatrne inhibo-
vand. IL-10 teda 3Specificky inhibuje produkciu IL-2 aktivovanymi

klonmi Iudskych T buniek.

1

Priklad 5

IL-10 inhibuje produkciu IL-2 klonmi Yudskych T buniek po poly-

klondlnej aktivacii

Na zistenie, i 1IL-10 je schopny priamo pbsobit na klony
fudskych T buniek pri inhibicii produkcie lymfokinu, boli klony T
buniek 827, SP-B21 a NP 44 aktivované acetatom tetradekanoylfor-
bolu (TPA) (Calbiochem), anti-CD3 mAbs a TPA, PHA a TPA alebo mi-
togénnou kombindciou anti-CD2 mAbs v nepritomnosti pridavnych bu-
niek. Klony T buniek boli stimulované pri koncentrdciadch 1.106
buniek/ml, PHA (100 mg/ml), antiCD3 mAb SPV-T3b (1 mg/ml) a TPA

(1 pg/ml).

Ako je znézornené v tabulke 2, polyklonadlna aktivacia klonov
T buniek 827, SP-B21 a NP 44 vedie k vysokym hladinam produkcie
lymfokinu podla ich produkcie. IL-10 silne inhibuje produkciu
IL-2 tymito klonmi vo vS8etkych testovanych spbsoboch aktivacie,
zatial! &o produkcia IL-4, IL-5, IFN-{ a GM-CSF nie je ovplyvnena.
IL-10 bol schopny inhibovat produkciu IL-2 tymito klonmi T buniek
po aktivacii anti-CD3 + TPA a nasledne Ca?* Jjonoforom + TPA, ¢o
naznaéuje, Ze mechanizmus inhibicie nezahriiuje cesty transdukcie
signdlu T bunkovy receptor/CD3 a Ze tento mechanizmus pdsobi

v smere aktivdcie proteinovej kindzy C.
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Tabulka 2

Vplyv IL-10 na produkciu lymfokinov klonmi T buniek 827, HY-06
a NP 44 po aktivacii anti-CD3 mAbs a TPA, PHA a TPA alebo ConA
klon
T buniek stimul produkcia lymfokinov (ng/ml)
IL-2 IL-4 IL-5
- + - + - +
827 médium ND ND ND ND ND ND
CD3+TPA 10,6 4,9 6,1 6,4 2,4 2,9
PHA+TPA 17,8 5,7 5,1 4,0 0,8 0,6
ConA 3,4 1,4 2,3 2,4 ND ND
HY-06 médium ND ND ND ND ND ND
CD3+TPA 1,3 0,2 ND ND ND ND
PHA+TPA 5,0 2,0 ND ND ND ND
ConaA 5,1 0,2 ND ND ND ND
NP 44 médium ND ND ND ND ND ND
CD3+TPA 0,5 ND 18,6 19,6 6,3 5,9
PHA+TPA 1,3 0.3 35,4 33,5 8,4 7,9
ConA 0,3 ND 20,1 18,7 7,8 7,3
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Vplyv IL-10 na produkciu lymfokinov

klonov T buniek 827, HY-06

a NP 44 po aktivacii anti-CD3 mAbs a TPA, PHA a TPA alebo ConA

klon

T buniek stimul

produkcia lymfokinov (ng/ml)

IFN-T GM-CSF
+ - + -
827 médium ND ND ND ND
CD3+TPA 26,9 21,0 15,4 15,2
PHA+TPA 32,8 39,3 14,3 15,5
Cona 32,6 33,7 14,0 15,2
HY-06 médium ND ND ND ND
CD3+TPA 23,9 25,5 10,0 13,2
PHA+TPA 17,6 19,9 16,4 13,1
ConA 12,8 14,9 14,2 13,3
NP 44 médium ND ND ND ND
CD3+TPA 1,5 1,1 9,1 8,8
PHA+TPA 1,4 1,6 13,1 14,6
ConA 2,6 2,6 18,9 18,9
Klony T buniek (108 buniek/ml) boli aktivované anti-CD3 mAbs

(0,5 mg/ml) a TPA (1 ng/ml), PHA (200 ng/ml) a TPA alebo (Cond 10

mug/ml) bez pritomnosti alebo-v pritomnosti
hodin. Produkcia IL-2,

IL-4,

IL-5,

testami ELISA 3pecifickymi na cytokiny.

IL-10 (100 j./ml) 24
IFN-T a GM-CSF bola stanovend

ND: znamend nedetegované (menej ako citlivost prisluSnej ELISY)

Priklad 6

IL-10 inhibuje IL-2 produkciu klonov

mRNA
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Na stanovenie toho, na akej drovni IL~10 inhibuje produkciu
IL-2, bola Northernovymi blotmi analyzovanad expresia IL-2, IL-4,
IL-5 a IFN-Y mRNA v klonoch T buniek NP-12, HY-06, 827, SP-A3,
837 a SP-B21 po aktivacii anti-CD3 mAba a TPA bez pritomnosti
alebo v pritomnosti IL-10. Celkovéd RNA bola izolovand spdsobom
podla Chirgwina a Xkol.: Biochem. 18, 5294 (1979). Northernove

analyzy boli urobené podla de Waal Malefyta: J. Immunol. 142,
3634 (1989).

Pre Northernove analyzy boli pouZité nasledujice sondy: PstlI
Xbal fragment (nt 1 aZ 285) s 285 parmi nukleotidov z pCD-hIL-2,
ktory popisali Yokota a kol.: 1In Lymphokines 13 (1987), Nhel-
—-EcoRI fragment (nt 106 aZ 424) s 318 parmi nukleotidov z pCD-
-hIiL-4, ktory popisali Yokota a kol. : Proc. Natl. Acad. Sci. USA
83, 5894 (1986), PstI-HincII fragment (nt 5 aZ 1106) s 1100 parmi
nukleotidov, ktory popisal Yokota (vid vy33ie) a Pstl fragment s
1200 parmi nukleotidov z pAl, ktory popisali de Waal Malefyt a
kol.: J. Immunol. 145, 2297 (1990).

IL-10 silne inhibuje mnoZstvo IL-2 nRNA exprimovanej v
tychto klonoch, ale neovplyviiuje expresiu IL-4 a IL-5 ThO a Th2
podobnjych klonov alebo expresiu IFN-{, Tho- a TH1-podobnych
klonov. Tieto vy¥ysledky ukazuji, Ze IL-10 Soecificky inhibuje

produkciu IL-2 klonov ludskych T buniek na dGrovni mRNA.

Priklad 7

IL-10 inhibuje produkciu IL-2 T bunkami izolovanymi z periférnych

krvnych buniek

V tomto priklade bolo zistované, ¢&i IL-10 mdZe inhibovat
proliferdciu a produkciu IL-2 odpoc¢ivajicimi T bunkami. T bunky
boli 1izolované z periférnej krvi a aktivované anti-CD3 alebo
anti-CD2 mAbs zosietovanymi na CD32 transfektovanych L bunkéach
samotnych alebo ¢CD32 L bunké&ch, ktoré koexprimuji ICAM-1, LFA-3

alebo B7. Z potahov zrazenych leukocytov zdravych darcov sa odst-

41



redovanim cez Ficoll-Hypaque (Sigma Diagnostics, St. Louis, Mo.)
hustotny gradient podla Boyuma A.: Scan. J. Clin. Lab. Invest 21
(Suppl. 97), 77 (1968) izoluje PBMNC.

T bunky sa vy&istia z PBMNC zachytenim na umelej hmote,
pasdZovanim Xkolénou s nylonovou vlinou a negativnou selekciou
magnetickou depleciou. Struéne - 100.10% PBMNC sa kultivuje 30
mindit pri teplote 37° C v 100 mm miske pre pletivové kultiry
(Beﬁton Dickinson, Lincoln Park, NJ.) v Ysselovom médiu doplnenom
o 1 % rYudského AB séra. Nezachytené bunky sa odstrdnia a pasdzuja
sa kolénou s nylonovou vlnou (Robbins Scientific, Sunnyvale, Xa.)
[Julius a kol.: Eur. J. Immunol. 3, 645 (1973)]. Bunky sa potonm
inkubuji s nasytenymi koncentraciami anti-CD14 (Leu M3), CD16
(LEU 1l1la), CD19 (Léu 12) a C€D56 (Leu 19) mAbs 30 minidt pri
teplote 4° C, premyji sa a inkubuji s magnetickymi perlickami
potiahnutymi ové&im protimySim IgG (Dynabeads M450, Dynal A.S.,
Oslo, Nérsko) pri pomere perliCiek k bunkam 40 : 1.

Tato 2zmes sa inkubuje a mierne trepe 30 minGt pri teplote
4° C. Bunky v tvare ruZice sa odstrania magnetickym koncentrato-
rom &astic podla doporufenia vyrobcu. Populdcie T buniek boli 97
az 99 % CD2*, CD3*. Anti-CD14 (Leu-M3), CD16 (Leu 1lla), CD19 (Leu
12) a CD56 (Leu 19) mAbs a kontrolné mAbs prisluSnych izotypov

boli ziskané od Becton Dickinson, Mountain View, Ka.

PBMNC T bunky (2.105 buniek/jamku) boli stimulované anti-CD3
alebo anti-CD2 mAbs zosietovanymi na LFcTRII bunkovych transfek-
tantoch, ako uZ bolo hore .uvedené. Po 24 hod. inkubacie pri

teplote 37° C sa izoluju kultivaéné supernatanty.

Bolo zistené, Ze odpocivajice T bunky boli dplne zavislé od
pritomnosti antigénu B7 na CD32 L bunkdch pre aktivaciu. Ako
anti-CD3, tak anti-CD2 mAbs zosietované na CD32 L bunkach boli
neiéinné pri indukovani proliferacie T buniek a produkcie lymfo-
kinov. Naviac, tieto bunky ostavali nedéinné po kotransfekcii
ICAM-1 alebo LFA-3 do tychto buniek. Av3ak anti-CD2 alebo

anti-CD3 mAbs zosietované do CD32 buniek, ktoré boli kotransfek-
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tované B7, indukovali silnd proliferaciu T buniek a vysoké mno3s-
tvo produkcie 1IL-2, IFN-{ a GM-CSF. IL-10 v tychto podmienkach
vyznamne neinhiboval proliferdciu odpoéivajicich T buniek. Oproti
tomu IL-10 inhiboval produkciu IL-2, ale nie produkciu IFN-{
a GM-CSF tymito bunkami.

MnoZstvo IL-2 produkované v pritomnosti IL-10 v3ak bolo e3te
dostatoéné na indukovanie maximdlnej proliferacie v okamihu testu
(3.. defi). Sihrnne tieto vysledky ukazuji, Ze angaZovanie CD28
alebo CTLA-4 na T bunkdch interakciou s B7 na pridavnej bunke
bolo absolitne nutné na  indukciu proliferacie a produkciu
lymfokinu odpo&ivajicimi T bunkami a Ze IL-10 bol v tychto pod-

mienkach este stale schopny inhibovat produkciu IL-2.

Priklad 8

IL-10 inhibuje antigénovo Specifick(i proliferdciu T buniek, ak sa
ako APC pouZijd mySie L bunky transfektované Iudskymi HLA moleku-

lami

Skimané boli G€inky IL-10 na antigénovo Specificki prolife-
raciu na toxin tetdnu (TT) Specifického klonu T buniek 827 a M.
Leprae 65 kD hsp pt [2-12] Specifického klonu T buniek HY-06, ak
boli ako bunky prezentujice antigén, pouZité mySie L bunky
transfektované HLA-DR3 alebo HLA-DR3 a ICAM-1, LFA-3 alebo B7,
ako Jje to hore uvedené. FACS profily expresie HLA-DR, ICAM-1,
LFA-3 a B7 transfektantov L buniek ukazali, Ze IL-10 nemal Ziadny

vplyv na konStitutivnu expresiu skupiny II MHC tychto buniek.

Toxin tetd&nu bol poskytnuty Dr. B. Bizzinim (Institute
Pasteur, PariZ, Francizsko) a bol pouZity v konedénej koncentréacii
1 pug/ml. Hsp pt [2-12] bol pripraveny spésobom syntézy peptidov
v pevnej fdze a skontrolovany analytickou HPLC na obratenych fa-
zach a aminokyselinovou analyzou. Peptidy boli pouZivané v kone&-
nej koncentracii 0,5 mg/ml.
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Stimuldcia klonov T buniek 827 a HY-06, analyzy proliferacie
a merania cytokinov boli uskutocéiiované tak, ako je to vySSie uve-
dené. Bolo =zistené, Ze IL-10 inhibuje antigénovo 8pecificki
proliferdciu HY-06 a 827 L bunkami transfektovanymi HLA-DR3 ako
antigén prezentujlicimi bunkami (APC) v zavislosti od davky.
IL-10 pridany v mnoZstve 10 j./ml mal inhibiénd aktivitu a v dav-
ke 100 j./ml a 500 Jj./ml bola =ziskand 30 aZ 50 % inhibicia

proliferécie,.

Tieto vysledky boli potvrdené vtedy, ak ako APC boli pouZité
L bunky transfektované HLA-DR a ICAM-1, LFA-3 alebo B7. Prolife-
raéné odpovede klonov T buniek 827 a HY-06 boli zvySené, ak sa
pouZili L bunky kotransfektované LFA-3, a inhibi¢ény Géinok IL-10
bol menej vyznamny. Inhibicia proliferacnych odpovedi 827 a HY-06
p&dsobenim IL-10 bola Udplne prevrdtend neutralizovanim anti-IL-10
mAb 19F1, &o poukazuje na Specifickost inhibicie. Tieto vysledky
ukdzali, Ze IL-10 inhiboval antigénovo Specifické proliferaéné
odpovede 827 a HY-06, ak sa ako APC pouZili HLA-DR transfektované
mySie L bunky.

Bolo zistené, Ze inhibicia antigénovo Specifickej prolifera-
cie pbdsobenim IL-10 existuje na drovni T buniek. Aby sa toto
potvrdilo, boli klony T buniek 827 a HY-06 aktivované TT a pt
[2-12] v pritomnosti Yudského alebo myS8ieho IL-10. Tym sa
skimalo, éi IL-10 pdsobil na antigén prezentujice L bunky alebo
priamo na Xklony T buniek. Ako Dbolo hore diskutované, Iudsky
IL-10 je Géinny na lIudské a my3ie bunky, ale my3$i IL-10 je uéinny

len na myS8ie bunky.

Bolo zistené, Ze mysi 1IL-10 nebol schopny inhibovat
antigénovo Specificku proliferaciu 827 a HY-06, ak sa ako APC
pouzili L bunky transfektované HLA-DR alebo kotransfektované
ICAM-1, LFA-3 alebo B7. Tieto vysledky ukazuji, Ze IL-10 mal

priamy vplyv na proliferdciu klonov Yudskych T buniek.

Klony T buniek 827 a HY-06 boli aktivované TT alebo pt

[2-12] s L bunkami exprimujicimi HLA-DR alebo v kombinacii s
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ICAM-1, LFA-3 alebo B7 v pritomnosti alebo bez pritomnosti IL-10
a IL-2, aby sa zistilo, &i pridanie exogénneho IL-2 zmeni inhi-
bi&né déinky IL-10. Nizke koncentracie 1IL-2 by mohli prevratit
inhibi&né G&inky IL-10 na antigénovo Specificki proliferaciu klo-

nov T buniek 827 a HY-06.

Klon T buniek HY-06 bol aktivovany pt [2-12] s L bunkami
exprimujdcimi HLA-DR3 samotny alebo v kombinacii s ICAM-1, LFA3
aleﬁo B7 v pritomnosti alebo bez pritomnosti IL-10. Produkcia
IL-2 a IFN-{ bola stanovend v kultire supernatantov izolovanych
po 24 hodinadch. 1IL-10 inhiboval produkciu IL-2, ale nie IFN-¥
klonom T buniek HY-06 po antigénovo Specifickej aktivacii.
Sthrnne tieto vysledky wukazuji, Ze 1IL-10 inhiboval antigénovo
Specifickd proliferdciu T buniek Specifickou inhibiciou produkcie
IL-2.

Zapalové Crevné ochorenia

Bol vyvinuty my3i model IBD. Tento model prispieva na objas-
nenie pévodu alebo mechanizmu IBD. Je tieZ experimentdlnym podk-
ladom pre rbézne terapeutické ¢&inidla. Pre vyvoj tohto modelu sa
gén IL-10 bud odstrani alebo sa uskutoCni to, Ze v pokusnom zvie-
rati bude neGéinny alebo neexpresovatelny. O tomto zvierati sa
potom hovori, Ze mad gén IL-10 “"ochromeny"” alebo Ze ide o "knock-
autované” zviera (KO). KO 3je moZné dosiahnit niekolkymi rbznymi

spbsobmi, ktoré s odbornikom .zname.

Je mozné napriklad ziskat transgenného Zivolicha, ktorého
gén IL-10 m& byt inaktivovany, vid Goodnow C.: "Transgenic Ani-
mals”, 1502 a%Z 1504, Encyclopedia od Immunology, Ritt (red.),
Academic Press, San Diego (1992). V struénosti- vycCistena DNA sa
podd mikroinjekciou do pronuklea oplodnenych oocytov, potom sa sa
oocyty chirurgicky implantujd do vajcovodu zvierata pouZitého ako
pestinka. Na izoldciu homozygotného mutovaného zvierata kmefia je

mozné pouZit tieZ 3tandardné spdsoby genetického kriZenia.
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Existuji tieZ spbsoby, ktoré inaktivujd Specifické gény
v zarodoénej linii my8i. V tomto pripade sa do miesta génu pri-
rodného typu homoldégovej rekombindcie zavedie mutovany transgén.
Linie embryondlnych kmefiovych (ES) buniek “sa mdZu izolovat
a kultivovat in vitro z mySich blastocytov a neskdr reimplantovat
do iného blastocytu tak, aby Ciastoéne kolonizovali ako somatické
tkanivd tak i tkanivd zarodo¢nej linie vyslednej my8i" (Goodnow

na str. 1503).

Do ES buniek v kultire sa zavedie DNA. Blastocyty sa
chirurgicky implantujdi do pestinky. Vysledkom je heterozygotny
mutantny predok, ktory sa navzéjom skriZi, takZe nakoniec ma
potomok dve mutované alely, napr. sa ziska homozygotny mutant.
Tito potomci by nemali mat Ziadne funkéné alely génu, o ktory
ide, a mali by umoZiiovat “genetické vyrezanie", aby sa odstréanili
Specifické gény. Analyza vysledného potomka mbZe poskytnut pohlad
na dlohu cielového génu v KO my$i pri ziskavani vyslednych

fenotypov.

DalSie spb&soby tvorenia experimentalnych zvierat s deléciami
prislu8ného génu uvddza napr. vid McMahon a kol.: "The
Midbrain—-Hindbrain Phenotype of Wnt-1-/Wnt-1-Mice results from
Stepwise Depletion of engrailed - Expressing Cells by 9.5 Days
Postcoitum”, Cell 69, 581 (1992), a Travis "Scoring a Technical
Knockout in Mice", Science 256, 1392 (1992). DalZie aplikovatel-
né spbsoby v odbornej literatire popisuji spbdbsoby mutagenézy a

antisenzie technolégie, vid hore uvedeny Goodnow C. (1992).

Priklad 9
MySi model pre zApalové &revné ochorenie

Boli ziskané my8i, ktoré boli zbavené génu IL-10, vid Kuhn a
kol.: Science 254, 7097 (1991) ; Capecchi: Science 244, 1288
(1989) ; Robertson (red.)" Teratocarcinomas and embryonic stem

cells: A Practical Approach, I.R.L. Press, Oxford 1987, a
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Zijestra a kol.: Nature 336 (1986) pre popisy vS8eobecného sp&sobu
a postupov ziskania my3i zbavenych zvoleného génu. Na my3i, kto-
rym chyba gén IL-10, sa tu odkazuje ako na IL-10 my$i alebo ako

na knockoutované (KO) mySi.

Prva skupina : Styri my8i Dboli zabité pre analyzu kostnej
drene. Cast ich drene bola analyzovana, aby sa stanovila 1ich
schopnost produkovat myeloidnych a erytroidnych predkov (vid
tabﬁrka 3) a aby bola posuidend produkcia kmeifiovych buniek (vid
tabulka 4). Ostatnid &ast drene bola pouZitd na dlhodobd kultiva-
ciu kostnej drene, aby sa posidila schopnost buniek 2z
najbliZzsSieho okolia podporovat normdlnu hematopoéznu generéciu.
Brzlik a slezina obsahovali normalne pocéty T buniek a normélne
pocéty B buniek. Analyzy kratkodobého predka a kmefiovych buniek si
uvedené niZSie v tabulkovej forme. Bunky z kontroly a z KO my$i

boli spojené oddelene.

Tabulka 3

Polet kolodnii vytvaranych buniek /stehennid kost

celkovy podet buniek/

/stehennéd kost GM BFU-e CFU-e Meg Meg/Mix
kontrola: 9,5.106 18430 475 42500 2470 285
IL-2T: 9,4.106 21902 940 59740 2271 658

GM znamend granulocyty a makrofagy

BFU znamend jednotky tvoriace krv

CFU znamena jednotky tvoriace koldniu

-e znamend erytroid

Meg znamend megakaryocytické koldnie

Meg/Mix znamend megakaryocyty zmieS3ané s inymi liniami

Faktory stimulujice koldénie pouzZité v teste: IL-3 + IL-6 + eryt-
ropoetin (Epo)
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Tabulka 4
Potet CFU-S 14. dein

kontrolnad skupina: 1678 na stehenni kost
IL10T skupina: 1517 na stehenni kost

Produkcia kmefiovych buniek znamend pocet CFU-S v stehennej kosti
myS8i. CFU-S je mierou tvorby hemopoéznych uzlikov v slezine smr-
teIﬁe oZiarenych my8i po transplantécii, vid Till a kol.:
Radiation Research 14, 213 (1961).

IL10T mySi nevykazovali Ziadny zrejmy defekt pri produkcii
myeloidny¥ch, erytroidnych a kmeiflovych buniek. Si&asne dlhodobé
kultiry vytvorili vrstvu podporného vdzivového tkaniva vo viet-
kych kultdrach =z IL-10 mySi. Tieto kultiry boli usporiadané do
dvoch stupfiov: Prvy stupeili : bunky boli kultivované tak, aby vyt-
vorili komplexné vrstvy podporného tkaniva potrebné na podporu
kontinudlnej tvorby krvi. Tieto kultiry boli potom preockované
dalSimi bunkami kostnej drene z ekvivalentnych typov donorov,
takZe poskytli skutoCne prekurzory, ktoré asociuji s bunkami pod-
porného vdzivového tkaniva. Tento druhy stupeii bol urobeny po
tom, ¢o bola dostupnéd druhd a tretia skupina my$3i{.

Druhd a tretia skupina: Na dokonCenie dlhodobych pokusov
kultivdcie kostnej drene boli potrebné bunky kostnej drene tychto
zvierat. Okrem pouZitia ich kostnej drene na tieto d&ely boli
urobené dalsSie procediry (vid tabulky 5 aZ 9). IL-10T - zvierat
boli anemické, ale zdalo sa, Ze majl normdlne hladiny prekurzorov
kostnej drene. Preto boli vyhodnotené ich anémie a ich organy bo-

1i histologicky vy3etrené.

Tabulka 5

Polty v periférnej krvi
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my$i WBC/ml .108 RBC/ml .106 doSti&iek/ml .106
kontrola ¢. 1 7,2 7,3 12,6
c. 2 11,2 5,6 10,7
é. 3 10,0 6,7 8,5
c. 4 8,2 5,6 9,8
. 5 7,7 5,6 8,0
IL—IOT E -l ’ s 20,6
é. 2 ’ ; 8,0
¢. 3 ’ , 27,3
é. 4 , , 23,9
WBC znamend biele krvinky
RBC znamen& &ervené krvinky
Tabulka 6
Diferencialy periférnej krvi
mysi % lymf. % neut. % mono. % eo0s. % retik.
kontrola &. 1 87 12 2,4
¢. 2 72 26 2 0 ,
é&. 3 80 18 1 .
IL-10T ¢. 1 36 - 64 0 1 3,8
¢. 2 40 57 5,3
c. 3 23 77 0 17,1

lymf. znamend lymfocyty
neut. znamenid neutrofily
mono. znamenad monocyty

eos. znamend esosinofily

retik. znamend retikulocyty
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RBC morfoldégia: V3Setky kontrolné =zvieratd mali normilny
vzhlad Eéervenych krviniek (RBC). IL-10T myS8i vykazovali rozlié&ng
morfolégiu. IL-10T ¢&. 1 mali mikrocytické bunky, &. 2 a 3 mali
mikrocytické bunky a nejaké makrocytické, polychrémne bunky
a pripadne nukleované Cervené krvinky (NRBC). Né&tery &ervenych
krviniek boli zafarbené novou metylénovou modrou. Spoditané boli
bunky so zafarbenim ribozdémov. Pozitivne zafarbenie sa vyskytuje
vo velmi mladych Cervenych krvinkdch (retikulocytov) a zahrfiuje
prematurované uvolnenie z hemopoéznych orgédnov. Tento podet sa

oznaduje ako poéet retikulocytov.

Histoldégia organov IL-10T mySi: Podla prehliadky &asti srd-
ca, plac, ladvin a brzlika sa zda, Ze vSetko je normdlne. Pe&eti
sa zd4 byt tieZ v poriadku aZ na ndhodilé loZisk&d jednojadrovych
a neutrofilnych granolocytov. Slezina bola makroskopicky abnor-
malna. Boli pritomné folikuly, ale oblast Cervenej drene bola vy-
plnen&d hematopoéznymi bunkami, vdEéSinou NRBC a blastocytmi (nema-
turované bunky). Bolo nadjdenych niekolko alebo nebola najdena

Ziadna RBC a nebolo zistené ukladanie Zeleza v makrofédgoch.

Tabulka 7

Diferencidly buniek sleziny

(% z celkového mnoZstva buniek)

mySi bunky/ lymf. mono. neu. eos. bunky/ blast. nuk.
slezina plazma RBC

kontrola

c. 1 1,5.108 88 2 1 <1 <1

¢. 2 1,5.108 89 1 {1 <1 <1

c. 3 1,1.108 79 3 4 1 2

IL-10T

¢. 1 ,1.108 64 2 7 1 1 2 22

c. 2 ,5.108 54 2 13 3 1 6 21

& 1,6.108 43 2 10 1 1 10 32
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lymf. znamenid lymfocyty
mono. znamen& monocyty
neu. znamena neutrofily
eos. znamend eozinofily
blast. znamend blastocyty

nuk.RBC znamend nukleované Cervené krvinky

Tabulka 8

Diferenciély kostnej drene

(% z_celkového mnozZstva)

mySi neu. neu. eos. eos. nhuk. plazma lym. Dblast.
MB MB RBC bunky nedif.

kontrola

c. 1 46 12 10 4 20 {1 4

c. 2 39 9 5 3 37 <1 5

¢. 3 35 10 12 4 29 <1 6

IL-10T

é. 1 46 12 7 2 28 <1 2 2

¢. 2 56 19 4 1 18 <1 1 1

¢. 3 53 14 2 1 27 1 1 1

neu. MB znamend neutrofilny myeloblast

eos. MB znamend eozinofilny myeloblast

nuk. RBC znamena nukleované RBC

blast nedif. znamend primitivny nediferencovany blastocyt

lym. znamena lymfocyty

Nasledujice Gidaje sG vysledkami analyz tvorby koldénii. Tieto
analyzy boli robené s bunkami sleziny a tieZ s bunkami kostnej
drene. Na stimulovanie buniek tvoriacich koldnie boli pouZité
IL-3 + C-kit ligand namiesto IL-3 + IL-6. Kombindcia IL-3 + C-kit
ligand 3je pri stimulovani erytroidnych prekurzorov W&innejsia,

ako je to vidiet z porovnania poStov BFU-e =ziskanych pri prvej
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analyze (hore) s poctami BFU-e ziskanymi v nasledujicich analy-

zach.

Tabulka 9
Testy tvorby kolénii

my$ GM GEM GEMN BFU-e CFU-e MEG MEG/MIX

slezina (kolénie/slezina)

C1 18535 618 309 9268 42322 618 1236

c2 7736 893 595 2678 44926 1488 893
Cc3 8670 650 650 7152 71741 433 433
Ki 55020 8400 3360 51660 393120 2100 6300
K2 111060 25746 10601 96925 498762 14135 12116
K3 68274 20096 9890 103050 1012633 14357 9252

kostnad dreifi (kolénie/stehennd kost)

Cl 37300 3632 838 7963 35065 978 419
c2 49159 2552 510 5954 81478 680 1021
Cc3 30343 1916 639 6069 24754 958 958
K1 63440 1823 1641 8750 58336 1276 1276
K2 37340 6570 438 8870 47085 986 1424
K3 35432 4006 1753 . 14273 52208 1628 4132

Cl1, C2 a €3 sa tykaji rovnakych kontrolnych my8i, tieZ oznalova-
nych ako kontrola &. 1, ¢. 2 a &. 3

K1, K2 a K3 sa tykaji rovnakych my3i oznadovanych tieZ ako IL-10T
. 1, ¢. 2 a é&. 3

GM znamenad granulocyt, makrofag

GEM znamend granulocyt, erytroid, makrofag

GEMN znamend granulocyt, erytroid, makrofdg, megakaryocyt
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Tabulka 10
Testy krvi vo vykaloch

my$ 1. dei 2. den
kontrola ¢. neg. negq.
¢. 2 negq. negqg.
é. 2iadna vzorka neg.
IL-10T c. 1 negq. neg.
c. 2 poz. . poz.
¢. 3 poz. poz.

VySetrenie vykalov

Stidie vykalov IL-10T my3i nezistili pritomnost vajicok,
ktoré by poukdzali na infekciu parazitmi. Neexistuje Ziadny dbkaz

pritomnosti maturovanych parazitov v tenkom alebo v hrubom Ereve.

Zvieratd boli mierne aZ znaéne anemické. Anémiu nie je moZné
vysvetlit neschopnostou generovat erytrocyty. IL-10T my3i vykazu-
j4 snahou vyrovnat sa s anémiou. Po prvé, my3i produkovali v svo-
jej slezine vaé8i ako normalny poéet prekurzorov RBC. Slezina my-
§1i m& snahu kompenzovat deficit RBC, je dvakradt vdc¢Sia ako v nor-
malnych zvieratidch a vykazuje nadmerni aktivitu pri snahe genero-
vat RBC.

Niektoré z my3i boli dobre LRompenzované. Vykazovali takmer
normidlny poéet RBC v krvi a nemali uvolnenych vela nematurovanych
buniek v obehu, pretoZe podet ich retikulocytov Yol relativne
normalny. Iné my8i v8ak boli mimo normédlnej hecdnoty a do obehu
vpiStali nematurované bunky, ¢o je ddévodom pre to, prefo mali ta-
kY vysoky podet retikulocytov (t.j. 17 %). V obehu cirkulovalo
tieZ niekolko nukleovanych RBC.

Tieto my8i mali tiefZ vy83&8i ako normdlny polet dosticiek a
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zvySeny pofet megakaryocytov v svojej slezine. To bol znak toho,
Ze mbdZu krvacat. Stratou krvi je moZné vysvetlit chronickd anémiu
s vy8erpanim zasob Zeleza (tento deficit Zeleza bol zrejmy ako
v kompartmentoch sleziny, tak i v kostnej dreni). Po pitve bolo
jasné, Z2e my$5i nemali Ziadne vniltorné krvacanie, av3ak vi&&ina
z IL-10T my3i mala v svojich vykaloch krv a tieZ mala prolapsus
konednika. My3i boli podrobne vySetrené a bolo zistené, Ze sG ne-
gativne na mrlu detskd, na padsomnicu alebo na iné parazitarne in-
fekéie. Bola zistend priama koreldcia medzi pozitivnym nédlezom

krvi vo vykaloch a silou ich anénmie.

Okrem anémie a problému s krvacanim mali IL-10T myS$i v krvi
viac neutrofilnych granulocytov akeo lymfocytov. To je opakom to-
ho, o je u my8i normadlnym stavom, vid diferencidl periférnej kr-
vi (tabulka 6). Toto pozorovanie 3je v suilade tieZ s obrovskym
zvySenim myeloidnych prekurzorov zistenych v testoch tvorby koléd-
nii v slezine (tabulka 9). MySi teda +trpeli priznakom "anémie

z chronického zapalu”.

Pri pitve Dboli skimané sekcie tkaniv pripravenych z IL-10T
my8i a kontrolnych my8i 2z rovnakého hniezda. VEetky vzorky
kontrdl sa zdali byt normdlne. Pokial ide o IL-10T my3i, tkanivo
brzlika a chrbtice bolo normalne. Slezina vykazovala mierne a2
znaéné zvySenie erytroblastov a myeoloblastov plus megakaryocy-
tov. Stistava RBC bola mald alebo v podstate neexistovala. Zafar-
benie pruskou modrou uk&zalo na vyCerpanie zasob Zeleza. To bol

d6kaz zvySenej extrameduladrnej hematopoézy.

Vylerpanie z4sob Zeleza je v sihlade so stratou krvi a vedie
k abnormdlnej erytropoéze. Pri makroskopickom skdimani vykazovali
sleziny 1,5 aZ 3-krat vdéSiu velkost ako normdlne. Mezenterické
lymfatické uzliny boli velmi velké v porovnani s normdlnymi a bo-
1i takmer tak velké, ako normdlna slezina. Podobne boli zvdd&3ené
folikuly B a T buniek. Tento obraz je v sidlade so zé4palovou

odpovedou.

Tenké <crevo malo dobre vytvoreni mukézu a submukdzu. V
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niektorych sekciach bol pofet polymorfonukleovanych bielych bu-
niek (PMN) a jednojadrovych buniek mierne zvySeny. Hrubé &revo a
kone&nik vykazovali viditelny zapal konec¢nika od pribliZne dolnej
¢asti tracénika. Je zrejmé znac¢né mnoZstvo edému a infiltrujdcich
buniek. Prevladajicim typom buniek boli PMN, ale pritomné boli aj
eozinofily, lymfocyty, plazmové bunky a epiteloidné bunky (bunky,
ktoré pripominaji epitel). Zapal zasiahol mukdézu, krypty a submu-
kézu. PrileZitostne sa infiltradty nachadzali v svalovej vrstve,
najﬁa vo vnitornej oblasti zvieraCa. Na mnohych plochach sa stra-
til alebo bol nepritomny epitel. Viac poraneni vykazoval fibrdézny
material s agregovanymi RBC a PMN. Niektoré krvné cievy boli zap-
chaté RBC. Zhluky epitelovych buniek predpokladaji v&asni tvorbu
granulému, ale granuldédmy neboli zrejme dobre vytvorené. Nebol do-
kdzany Ziadny vyskyt parazitov, vajic¢ok alebo intracelularnych
baktérii, ktoré by mohli spdsobit chronicky zapal. Nésobné pora-
nenia a hemoragie boli v silade s pozitivaym vysledkom testu na
skrytd krv vo vykaloch. Celkovy obraz Dol v silade s IBD, s dru-

hou anémiou a chudnutim.

Priklad 10
IL-10 KO my8i odpovedajdi na lieenie exogénnym IL-10

Boli skuimané Styri my8i, ktoré boli zbavené IL-10 génu
(IL-10 KO), a tri normdlne kontrolné my$i. vVzhYad kontrolnych my-
g&{i Dbol normdlny. VSetky tri Xkontrolné myS8i boli negativne na
vyskyt skrytej krvi vo vzorkdch vykalov a mali aj normélne vyze-
rajici koneénik. Niektoré z IL-10 KO mySi boli zjavne mensSie ako
kontroly a vykazovali znaky slab3ieho zdravia. Mali zjeSené chlpy
a maly Zivotny eldn v porovnani s normdlnymi kontrolami. Jedna zo
Styroch IL-10 KO my3i bola zhrbend a mala abnormidlnu chbdzu.
Vietky Styri IL-10 KO my3i mali napuchnuty konednik a erytematdz-

ne rektdlne tkanivo alebo prolapsus konedénika.

Dve z pokusnych KO my$i mali pozitivny n&lez na skryti Kkrv

vo vzorkach vykalov dvakrat, =zatial! ¢&o tretia mys§ bola raz
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negativna a druhykrat nejednoznaénid. Rektdlne natery boli urobené
vietkym Styrom myS$iam. Tri mali hnisavé vypotky s velkym poétom
neutrofilnych granulocytov. V jednotlivych nateroch zvierat, kto-
ré v fase odoberania vzoriek krvacali z kone&nika, boli pritomné
tieZ erytrocyty. PretoZe IL-10 KO my8i Easom vykazovali pokles
sil, bola ako &ast skumania zaznamendvand hmotnost IL-10 KO mysi

a normdlnych kontrolnych mySi.

Trom 2z IL-10 my8i bDbolo injekéne denne v priebehu dvoch
tyZdiiov podavanych 35 ug IL-10. Tieto tri my3i mali stale hnisavé
vypotky (len 2 z 3 mali tieZ znadmky krvdcania a 1 z 3 sa zhrbila
a abnormédlne behala). Jednej IL-10 KO myS8i (negativnej na krvéaca-
nie a hnisavy vypotok) a normdlnym kontroldm boli denne v priebe-
hu dvoch tyZdfiov poddvané injekcie trometaminového (TRIS) pufra.
Bol sledovany celkovy zdravotny stav, fyzicky zjav, rektalny vy-

potok, vyskyt skrytej krvi a hmotnost.

Po dvoch tyzdiioch infizie IL-10 vSetky tri IL-10 KO mysi
mali zvySeni Zivotnd silu, hladké chlpy, normédlne drZanie tela
a normadlnu chédzu. VS8etkym trom sa zmen3il opuch koneénika, aj
ked e3te boli pritomné znaky zédpalu. VSetky tri my$i mali nega-
tivne vysledky na skrytd krv a v ich rektadlnom ndtere sa nevysky-
tovali erytrocyty. MnoZstvo vypotkov bolo zniZené, v ich
rektdlnych néateroch v3ak boli pozorovatel!né eSte neutrofilné
granulocyty. Nater jedného zo =zvierat teraz mal viac epitelovych
a lymfocytovych buniek ako neutrofilnych granulocytov. Jedno zo
zvierat si udrZiavalo svoju hmotnost pribliZne 16 gramov, u
dalsich dvoch sa hmotnost zvySila zo 16 na 17,8 g a z 11,4 na 14

gramov.

IL-10 KO myS, ktorej bol podavany TRIS pufor po dobu dvoch
tyzZdiov, mala negativny vyskyt skrytej krvi vo vzorke stolice.
My3 mala silny vypotok, ktory obsahoval velké mnoZstvo neutrofil-
nych granulocytov. Koneénik bol eS8te stdle opuchnuty a citlivy na
prolapsus. Zviera bolo zhrbené, malo abnormalnu chédzu a
vykazovalo tieZ zrejmé znaky chudnutia. Jeho hmotnost sa zniZila

z0 16,6 g na 14 g. Normalne kontroly, ktorym bol tieZ injekéne

56



podavany TRIS pufor, si zachovali svoj normdlny zdravotny vzhlad,
vratane kone&nika. Vzorky stolice boli negativne na skrytid krv
a neboli zistené Ziadne vypotky z konednika. Ich hmotnost sa zvy-
§ila zo 17,1 na 19 g a 17,4 g na 18,7 g, dokonca aj o niekolko

y2dfiov neskdédr zvieratd mali stdle zvySeni hmotnost.

ot

Priklad 11
ZlepSovanie znakov alebo priznakov zipalového &revného ochorenia

Clovek ako pacient s IBD mbéZe byt liedeny IL-10 podla vyna-
lezu nasledujicim spbsobom. Takyto pacient mad priznaky, medzi
ktoré patri diarea, abdomindlna bolest, horicéka, melena, hema-
tochézia a strata hmotnosti, a znaky, medzi ktoré patri abdomi-
nadlna hmotnost, glositida, aftézny vred, andlna fisura, perianil-
na fisura, anémia, malad sorbcia a deficit Zeleza. Pacient sa zo
zadiatku liedi 5 mg IL-10 na kg hmotnosti na defi. Ak pacient vaZzi
70 kg, zadiatodnad davka je 350 mg IL-10 na deii. Tato davka sa po-
dava ako intravendézny bolus. Tato davka sa zvySuje o 50 aZ 150 ug
na defi podla zné8anlivosti a reakcie pacienta. Optimdlne davky
700 mg na defi (10 mg na kg na defl) sa dosiahnu pocas niekolkych

dni.

Pred zadiatkom liedenia a potom denne aZ niekolko dni po
skondeni liedenia sa pacient sleduje klinicky a laboratédrnymi pa-
rametrami, medzi ktoré patri podet krviniek vzhladom k celkovému
podtu bielych krviniek a diferencidl. 2Zv1last zaujimavé je to, ¢i
poéty bielych Xkrviniek zostavaji v normdle alebo bez vyznamnej
zmeny v porovnani s ich mnoZstvom pred lieenim pacienta. Vzhla-
dom na diferencial bielych krviniek je velkad pozornost venovana
tomu, &i sa v periférnej krvi objavuji nematurované formy a ¢i
zostidva stdly, alebo sa meni normdlny pomer réznych typov bielych
krviniek. 2Zvla8tna pozornost sa venuje pomeru lymfocytov a

monocytov v periférnej krvi.

Medzi dal3ie parametre, Xktoré mbéZu byt sledované, patri
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rychlost sedimentacie erytrocytov (ESR), chemické profily a mnoZ-
stvo IL-6, TNF a IFN-{/ v krvi. Nakoniec pravidelne, napriklad
denne, sa hodnoti stolica pacienta na krv a hnisavy vypotok, &o
mb6Ze ukazovat na reakciu pacienta na lieCenie. LieCenim sa zlep-

S8uje jeden alebo viac priznakov alebo znakov Erevného zéapalu.

Inhibicia hypersenzitivnych reakcii neskorého typu

Priklad 12

ZniZenie G&inkov v my8iach

Na BALB/c my$i sa vopred pbsobi anti-CD4 monoklonédlnou pro-
tiladtkou (MoAb) a po Styroch tyZdiioch sG infikované Leishmania
major. BALB/c si komeréne dostupné my3i inbredného kmeila ziskané
od Simonsen Laboratories (Gilroy, Kalifornia). Tieto my3i sa pou-
Zivajdi vo veku 8 aZz 12 tyZdiov. L. major (kmeil W3HO oznadenia
WHOM/-/173) sa kultivuje ako promastigoty v M199 (dostupné od
GIBCO, Grand 1Island, NY.) obsahujicom 30 % plodového telacieho
séra (FCS) (dostupné od J.R. Scientific, Woodland, Ka.), 2 mM
L-glutaminu a po 100 3j./ml penicilinu a streptomycinu. Promasti-
goty sa izolujd z kultGry v stacionarnej fédze a premyji sa solnym
roztokom pufrovanym fosforeénanom (PBS). My8i sa potom infikujd
1,5.107 Zivymi promastigotmi injekéne subkutédnne do Yavej zadnej
tlapky. Antigén L. major sa pripravi Styrmi cyklami zmrazenia
a roztopenia parazitov a nasledujicim odstredovanim. Antigénovy
pripravok sa pridd do kultivaénych jamiek v mnoZstve 2.10% orga-

nizmov na ml.

Pre 1in vitro testy boli pouZité nasledujlice monoklonalne
protilatky (McAbs): neutralizujici protimy3i 1IL-4 MoAd (ATCC
¢.HB188), neutralizujici protimy$i IL-10 Mcab (pripraveny
spbsobom pre anti-IL-4 popisany Chatelainom a kol.: J. Immunol.
148, 1182 (1992)) a protimySsi CD4 (ATCC ¢&. TIB207). VSetky
protilatkové prostriedky boli vyéistené zo supernatantov pletivo-
vej kultiry chromatografiou na 1ionexe a gélovou filtraciou.

Obsahovali menej ako 3 endotoxinové jednotky (EU) na mg proteinu
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podla merania Limulusovym testom aglutinacie.

Na Cistenie buniek boli pouZité nasledujice vy&istené McAbs:
biotinylovand RM-4-5 a RM-4-4, protimy3i CD4 a AMS-32.1, protimy-
8i Mac-1 (ATCC ¢. TIB128), RA3-6B2 a protimyS8i B220 [Coffman:
Immunological Reviews 69, 5 (1982)]. Rekombinantny myS$i IL-4
a IL-10 boli exprimované v E. coli a vyCistené afinitnou chroma-

tografiou, ako to bolo uZ popisané.

Podkolenné lymfatické wuzliny (LN) odvadzajice sekréty z
miesta infekcie L.major boli odstrénené 4 aZ 6 tyZdiiov po infek-
cii myS§i BALB/c alebo BALB/c vopred liedenych anti-CD4 a rozdele-
né na suspenzie jednotlivych buniek v PBS obsahujicom 0,25 %
hovddzieho sérového albuminu (BSA). Pri &isteni CD4+ T buniek bo-
1li vSetky dkony robené pri teplote 4° C. Asi 4.108 LN buniek bolo
oznaCenych 2 ml PBS/BSA roztokom obsahujlicim po 12 mug/ml anti-
B220, anti-Mac-1, anti-CD8 a anti~triedy II I-A9 po dobu 30 mi-
nit. Suspenzia McAb oznacenych buniek sa po premyti PBS/BSA
inkubovala na rotujicom kolese 30 minit s ov&imi protikrysimi po-
tiahnutymi perlic¢kami Dynabeads (Dynabeads si dostupné od firmy
Robbins Scientific, Mountain View, Ka.) v pomere 3 perli&ky na

bunku. Magnetickym oddelenim boli ziskané negativne bunky.

CD4+ T bunky boli dalej obohatené z vyslednej suspenzie
buniek, ktoré mali 85 % CD4+, pozitivnym vyberom magneticky akti-
vovanych buniek druhom buniek (MACS, Miltenyi, Diisseldorf, Nemec-
ko). Struéne -bunky sa znafia 12 mg/ml biotinylovanym anti-CD4
v PBS/BSA, 50 ml/108 buniek, 15 mindt. PremyjG sa PBS a inkubuji
sa streptavidinovymi mikroperli¢kami (od firmy Becton Dickinson,
Sunnyvale, Ka.) v mnoZstve 50 ,ul1/10%8 buniek. Po 15 mindtach sa
prida Streptavidin-PE na kone&nd koncentraciu 1/50. Po dalZich 5
minditach inkubdcie sa suspenzia buniek premyje a nechd sa prejst
magnetickou kolénou. Bunky, ktoré sa na zmagnetizovanej koldne
zadrzia, sa eluuji odstranenim kolény od magnetu a viacerym pre-
mytim PBS/BSA. Vyslednd populdcia buniek bola viac ako 96 % CD4+.

Splenocyty zbavené T buniek boli pripravené zo sleziny nor-
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médlnych darcov, z ktorych boli negativnou selekciou poufitim ov-
¢ich proti-krysich Dynabeads odstranené anti-CD4 a anti-CD8 za-
farbené bunky presne podla horeuvedeného popisu pre LN bunky.
Pripravky boli beZne na 99 % negativne na CD4 a CD8 podla FACS

analyzy.

Neoddelené Dbunky lymfatickych wuzlin alebo vy&istené CD4+
T bunky boli usporiadané do dvojndsobnych kultdr v cRPMI obsahu-
jicom 5 % FCS vo vyznaCenych davkach, v 250 ul objemovych doskach
s 96 jamkami s gulatym dnom spoloéne, v pripade vy&istenych CD4+
T buniek, 5.105 norm&lnych buniek zbavenych splenocytov v pritom-
nosti alebo v nepritomnosti antigénu L. major. cRPMI oznaduje
uplné kultivadéné médium obsahujice RPMI-1640 (dostupné od J.R.H.
Biosciences, Lenaxa, Kansas), 10 % FCS, 2 mM L~glutaminu, 0,05 mM

2-ME a 100 jednotiek penicilinu a streptomycinu na ml.

Na bunky prezentujice antigén (APC) sa pdbsobilo 4 hodiny an-
tugénom L. major (ekvivalent 2.10® organizmov/ml), alebo samotnym
médiom 4 hodiny. Splenocyty zbavené T buniek boli pred kultivova-
nim vystavené pésobeniu {~Ziareniu (1000 rad.). Do kultivaé&nych
jamiek sa v niektorych pripadoch pridd rekombinatny IL-10
(rIL-10) (50 mg/ml), rekombinantny IL-4 (rIL-4) (100 ng/ml)
a/alebo neutralizujici McAbs na tieto cytokiny. Supernatanty na

detekciu syntézy cytokinov sa izoluji po 72 hodinach.

MnoZstvo cytokinov v supernatantoch sa stanovuje dvojmiest-
nym sendvidovym testom ELISA, ako je to hore popisané pre IFN-{,
IL-4, 1IL-10 a IL-3 (vid Chatelain a kol., 1992). Vzorky boli
kvantitativne vyhodnotené porovnanim so &tandardnymi krivkami

vyCisteného rekombinantného alebo prirodného cytokinu.

PredbeZné pdsobenie anti-CD4 MoAb pdvodne odstranilo Zivo-
¢iSne dostupné T bunky, ale nakoniec posilnilo rezistenciu
Zivo&icha na parazitarnu reakciu vyvolani L. major. Aj ked bol
tento jav protizmyselny a jeho mechanizmus nie je jasny, bol &as-
to pozorovany. DTH silne koreluje s frezistenciou Zivo&éicha na

parazité&rnu infekciu.
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Styri tyZdne po infekcii bola u Zivo&ichov vyvolani reakcia
antigénom Leishmania (ziskany roztavenim a zmrznutim) v
protilahlej tlapke. Po&as nasledujicich 48 hodin bolo opuchanie
tlapky merané kaliprom. KaZdému zvieratu bolo intraperitoneilne
podanych 5 daviek cytokinov. Jednej skupine bolo podanych 5
daviek IL-4, druhej 5 daviek IL-10 a tretej skupine 5 daviek kom-
bindcie IL-4 s IL-10. KaZda z 5 daviek bola podavand po 12 hodi-
néch s tym, Z2e prva davka bola podand 12 hodin pred vyvolanim re-

akcie antigénon.

Tabulka 11
Kombindcia IL-4 s IL-10 inhibuje DTH na antigény L. major

liedenie velkost tlapky (mm.10-2)
20 ng IL-4 84 t 16

20 mg IL-10 68 * 7

20 ng IL-4 + 20 ug IL-10 33 £ 11

4 ng IL-4 + 4 ug IL-10 54 t 25

PBS kontrola 91 + 20

Tabulka 11 ukazuje velkost mySej tlapky po 24 hodin&ch od
injekcie antigénu Leishmania. Odpoved kontrolnych zvierat, ktorym
bola podanad injekcia samotného PBS, je porovnanda s odpovedou
zvierat, ktorym bol podany IL-4, IL-10 alebo kombindcia oboch v
uvedenych mnoZstvédch. Cytokiny boli podavané intraperitonedlne
(ip) kaZdych 12 hodin pod dobu 48 hodin s tym, Ze prva davka bola
podand 12 hodin pred vyvolanim reakcie antigénom. V kaZdej skupi-
ne bolo 5 zvierat. Tieto vysledky ukazujdi, Ze my3iam lieCenym sa-
motnym IL-4 sa darilo pribliZne rovnako ako mySiam liedenym PBS.
My$i, ktoré boli lielené samotnym IL-10, mali mensSie opuchy ako
kontrolné mysi. My3i, ktoré boli 1liedené kombindciou 1IL-4
s IL-10 mali najmen8ie opuchy, najmid skupina, ktord bola liecena

po 20 ng kazdého cytokinu.
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Tabulka 12
Kombindcia IL-4 s IL-10 inhibuje DTH na antigény L. major

lieéenie velkost tlapky (mm.10-2)
50 nmg IL-4 73 + 11
50 mg IL-10 65 t 12
50 mg IL-4 + 50 mg IL-10 43 * 13
20 ng IL-4 + 20 mg IL-10 + ICA 42 * 9
20 ug IL-4 + 20 ng IL-10 + aIlL-10 + alIl-4 93 + 21
PBS kontrola _ 119 * 27

Tabulka 12 ukazuje Udaje druhého nezavislého pokusu. Ramec
pokusu bol rovnaky aZ na to, Ze tddaje o tlapke boli zistované 48

hodin po injekecii antigénu Leishmania.

V kaZdej skupine bolo 5 zvierat. Inhibiény GCinok IL-4 a
IL-10 bol blokovany podavanim 2 mg monoklondlnej protilatky proti
IL-4 a 5 mg monoklondlnej protilatky proti IL-10. Protilatky
proti IL-4 a IL-10, pouZité ako kontroly, boli podané ip 12 hodin
pred prvym podanim cytokinov. 5 mg izotypovej kontrolnej monoklo-
nidlnej protildtky (ICA), pridanej ako negativna kontrola, nemalo
na inhibiciu Ziadny vplyv. ICA bola pridand podla uZ spominaného
Chatelaina a kol., 1992.

Protilatky proti IL-4 a IL-10 boli pridané preto, aby sa
ukazalo, Ze kompeticia na IL-4 a IL-10 zniZuje G¢inok cytokinov.
Tieto protildtky tieZ ddvaji dal3iu kontrolu rekombinantne produ-

kovanych cytokinov.

Tieto (daje ukazuji, Z2e kombinadcia IL-4 s IL-10 je na znize-
nie DTH reakcie zvierata G&innej$ia ako ktorykolvek cytokin
samotny. IL-10 samotny je Ufinnejsi ako samotny IL-4, ale menej
Géinny ako kombinacia. Podavanie kombindcie cytokinov s
monoklondlnymi protilatkami proti obom cytokinom vedie k negéacii

i¢innosti lieCenia cytokinmi.
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Tabulka 13
Produkcia IFN-Y z LN buniek miesta indukcie DTH

liecenie IFN-Y (ng/ml)
20 ng IL-4 147 + 34
20 pug IL-10 109 t 49
20 ng IL-4 + 20 mg IL-10 53 £ 33
PBS kontrola 242 * 54

ﬂdaje v tabulke 13 boli ziskané podavanim cytokinov kaZidych
12 hodin a% do 24 hodin po vyvolani reakcie antigénom, za&inajuc
12 hodin pred vyvolanim reakcie antigénom. Bunky z lymfatickych
uzlin (LN) =z miesta injekcie antigénu Leishmania boli odobraté
zvieratam, ktorym bol podany cytokin a antigén, 5 dni po vyvolani
reakcie antigénom.Stipec oznadeny “liedenie” sa tyka lielenia
zvierat, ktorym boli odobraté bunky LN. Lymfatické uzliny boli
stimulované in vitro pdsobenim antigénu L. major ziskaného zmra-
zovanim a roztapanim. Supernatant bol testovany na obsah IFN-{
p o 72 hodindch. Uvedené Udaje si od troch jednotlivych

zvierat (n = 3 * Standardna chyba).

Tieto Gdaje ukazuji, Ze zvieratd liedené cytokinom poskytuja
menej IFN-§ ako kontroly liedené PBS. Naviac zvierata, ktoré boli
liedené Kkombindciou IL-4 s IL-10, mali ovela menej IFN-¢ akc
hociktoré 1iné z Ykontrolnych zvierat, Xktorému bol podany jeden
cytokin.

Tabulka 14

L-4 a IL-10 inhibicia produkcie IFN-¥ populaciou Thl
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pridané IFN-Y (ng/ml)

nic 100 = 6
5 ng/ml IL-10 53 * 4
100 ng/ml IL-4 44 + 2
5 ng/ml IL-10 a 100 ng/ml IL-4 20 + 1

Na ziskanie tuUdajov uvedenych v tabulke 14 boli =z myS$i, na
ktoré bolo vopred pésobené anti-CD4, infikovanych L. major, po
4 tyZdiioch ziskané CD4+ T Dbunky (3,5.10%/jamku). Bunky boli sti-
mulované in vitro antigénom L. major ziskanym zmrazovanim a roz-
tiapanim spolone s plenocytmi zbavenymi T buniek (5.105/jamku),
ako zdrojom APC. Hladiny IFN-{ boli stanovené po 72 hodindch tes-
tom ELISA. Stipec ozna&eny "pridané” znamen& l&tky pridané k mé-

diu, v ktorom boli kultivované Thl bunky.

Udaje z tabulky 14 ukazuji, Ze ako IL-4, tak i IL-10 pri sa-
mostatnom podavani vyznamne zniZujd hladiny 1IFN-{ produkované
Thl bunkami v porovnani s Xkontrolami liedenymi PBS. Naviac, pri-
danie kombindcie IL-4 s IL-10 k médiu vedie k asi 50 % zniZeniu

IFN-{ , ako pridanie ktoréhokolvek cytokinu samotného.

Predchadzajtice 1ddaje ukazuji, ZzZe I1.-10 v porovnani s
kontrolami zniZuje DTH odpoved, opuchy a produkciu IFN-& z lymfa-
tickych %liaz v3eobecne a z Thl buniek Specificky. Kombinicia
IL-4 s 1IL-10 je lep3ia ako samostatny IL-4 alebo IL-10 pri
rovnakom davkovani. Kombinacénd liedba s 20 ug kazdého cytokinu
vykazuje lepSie vysledky pri jednej liecbe neZ viac ako dvojna-
sobnad davka (50 mg) ako IL-4, tak i IL-10. Davka 20 mg IL-4 alebo
IL-10 podand ako kombinaéni liedba vykazuje teda priaznivejsie
Gdinky ako 50 amg bud IL-4 alebo IL-10, pokial si tieto podavané

ako jediné terapeutické &¢inidlo.

Priklad 13

Lieéenie pacienta s diabetes mellitus typu I
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Na liedenie bol vybraty pacient s diabetes mellitus typu I
alebo s diabetes mellitus zavislym od inzulinu, podla diagnézy
a podla kritérii vyvinutych bud National Diabetes Data Group ale-
bo Svetovou zdravotnickou organizdciou. Pacient bol zo zadiatku
liedeny 20 mg ako IL-4, tak IL-10 na kg telesnej hmotnosti na
defi. Ak pacient vazil 70 kg, zaciatofénad davka bola 1400 mg kazdé-
ho cytokinu denne. Tadto dadvka bola podavana ako intravendzny bo-
lus injekcie. Tato davka bola zvySovanid o 250 aZ 1000 mg na dei
podla znéd8anlivosti pacienta a podla jeho odpovede. Po niekolkych
dfioch bola dosiahnuta optimdlna davka 7000 mg na dedi (100 mg na
kg na dei).

Pred prvym lieenim a potom denne, aZ niekolko dni po pos-
lednom liedeni, bol pacient sledovany klinicky a laboratdrne.
Medzi laboratérne sledované parametre patri glukdéza v krvi a po-
Zet krviniek so zvlastnou pozornostou zameranou na celkovy polet
bielych krviniek a jeho diferencial. Sledovanie glukdézy v krvi je
dobre zname z liedenia diabetikov. 5alej sa sledovalo, &i mnoZst-
vo bielych Xkrviniek zostdva v normdle alebo bez vy¥raznej zmeny
v porovnani s mnoZstvom pred liedenim. Pokial! ide o diferenciél
bielych krviniek, zvla3tna pozornost bola venovanéd tomu, ¢i sa
nematurované formy objavuji v periférnej krvi a &i Je normélny
pomer rdznych typov bielych krviniek konsStantny, alebo ¢i sa me-
ni. Specidlna pozornost bola venovana pomeru lymfocytov a monocy-

tov v periférnej krvi.

Je mo¥né urobit vela modifikdcii a varidcii tohto vynalezu
bez toho, aby sa tieto odchylili od jeho rozsahu. Tu uvedené Spe-
cifické uskuto&nenia sl prikladmi. Vynalez je obmedzeny len pri-

pojenymi patentovymi narokmi.
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Zoznam sekvencii

Sekvencia vzorca I
Ser Pro Gly Gln Gly

1
Pro

Ser

Leu

Gly

Val

Val

Arg

val

Ile

Glu

Gly

Arg

LEu

Cys

Met

Asn

Arg

Glu

Tyr

Ala

Asn

Val

Leu

Gln

Pro

Ser

Cys

Gln

Lyz

Tyr

5
Pro
20
Thr
35
Glu
S50
Leu
65
ALa
80
Gly
95

Leu

Lyz

Lyz

ALa

Gln

Leu

His Arg
110
Val Lyz
125
Ala Met
140
Met Thr
155

Sekvencia vzorca II

Thr Asp Gln Cys

1

Asp Ala Phe Ser

Val Asp Asn Leu

Gly Tyr Leu Gly

Asp
5
Arg
20
Leu
35
Cys
50

Thr

Asn

Phe

Ser

Ser

Glu

Glu

Phe

Asn

Ser

Met

Asn

vVal

Leu

Gln

Gln

Met

Phe

Leu

Glu

Asn

Asn

Leu

Ala

Glu

Lyz

Phe

Lyz

Lyz

Ala

Ser

Leu

Gln

Leu

Met

Gln

Leu

Pro

Phe

Phe

Ile

Pro

Thr

Glu

Leu

Glu Asn
10
Asp
25
Lyz
40
Asp
55
Gln
70
Pro
85
Lyz Thr
100
Cys Glu
115

Arg

Met

Glu

Ile

Asp

Asn Lyz
130

Asp Ile
145

Arg Ash
160

Met
10
Phe
25

Gln

Phe

Leu
40
Glu
55

Ser

Ser

66

Ser

Leu

Asp

Phe

Phe

Asp

Leu

Asn

Leu

Phe

Leu

Gln

Leu

Met

Cys

Arg

Gln

Lyz

TYr

Ile

Arg

Lyz

Gln

Ile

Arg

Thr

Glu

Ile

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

Lyz

LEu

Ser

Glu

Asn

Asp

Lyz

Asp

Gln

Phe
15
Phe
30

His

Alp

Asn
45
Leu
60
Glu
75
His
S0
Arg Leu
105
Lyz Ala
120
Lyz Gly
135
Tyr Ile
150

Asp

Tyr

Glu

Ala

Leu Arg
15
Glu

30

Asp
Phe Lyz
45
Phe Tyr
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Leu

Lyz

Leu

Ser

Glu

Asn

Sekvencia vzorca III

Glu

Asp

Arg

Lyz

Lyz

Tyr

Glu

His

Leu

Ala

Gly

Ile

Val

Val

Arg

Val

Ile

Glu

Met
65

Asn
80

Arg
95

Glu
110
Tyr
125
Ala
140

Pro

Ser

Cys

Gln

Lyz

Tyr

Gln

Leu

His

Ile

Ala

Met

Ala

Gly

Arg

Lyz

Met

Thr

Glu

Glu

Phe

Asn

Ser

Ile

Asn
70

Asn
85

Leu
100
Ala
115
Glu
130
Lyz
145

Gln

Leu

Pro

Phe

Phe

Ala

GGCCTGCAGCG ACGAGCCATG GTTGCTGGGA GCGACGCG

Sekvencia vzorca IV
TTCATCTTCT GGTACCAATC AATTGGAGTT GGTTC
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Asp

Lyz

Cys

Asn

Asp

Arg
147

Pro

Thr

Glu

Lyz

Ile

Glu

Leu

Asn

Leu

Phe

Ala
75

Arg
90

Lyz
105
Gln
120
Ile
135



211 -9

PATENTOVE NAROKY

Farmaceuticky prostriedok, vy zna ¢ ujidci sa tym,

e jeho pouZitie je zvolené zo skupiny pozostavajicej z

a) inhibovania proliferdcie neoplastickych buniek zavislych
od IL-2,

b) zvySenia hladin IFN-Y,

c) liedenia zdpalového &revného ochorenia,

d) zosilnenia inhibicie produkcie cytokinu a

e) inhibovania hypersenzitivnej reakcie neskorého typu, pri-

dom tento farmaceuticky prostriedok obsahuje farmaceuticky

prijatelny nosi& a na pouZitie ad a), pripadne b), c) 4)

alebo e)

i) IL-10,

ii) protilatky proti IL-4 a IL-10,

iii) 1IL-10,

iv) IL-4 a IL-10 a

v) IL-10.

Farmaceuticky prostriedok podla nadroku 1 e) v), vy z n a -

Cujlidci sa t ¥ m, Ze dalej obsahuje IL-4.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 1 alebo 2, vy z n a -
ujiaci sa ty¥m, Z2e ako IL-4 alebo IL-10 sa pouZiva
Tudsky IL-4 alebo IL-10.

Spb6sob vyroby farmaceutického prostriedku, vy z n a & u j u-

ci s a t ¥ m, Z2e jeho pouZitie je zvolené zo skupiny pozo-

stavajlicej z

a) inhibovania proliferdcie neoplastickych buniek zavislych
od IL-2,

b) zvy3enia hladin IFN-Y,

c) liefenia zépalového érevného ochorenia,

d) zosilnenia inhibicie produkcie cytokinu a
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8.

9.

e) inhibovania hypersenzitivnej reakcie neskorého typu, pri-
é¢om tento spdsob zahrifiuje zmieSanie farmaceuticky prijatelné-
ho nosida a na pouZitie ad a), pripadne b), c), d) alebo e)
i) IL-10,

ii) protilatok proti IL-4 a IL-10,

iii) IL-10,

iv) 1IL-4 a IL-10 a

v) IL-10.

Spbésob vyroby podla nadroku 4 e) v), vyznac¢uijaci
s a t¥m, Ze dalej obsahuje zmieSanie IL-4 s nosiCom a s
IL-10.

Spdsob vyroby podla ndroku 4 alebo 5, vy znac¢uijiaci
sa t ¥y m, 2e ako IL-4 alebo IL-10 sa pouZiva Yudsky IL-4
a IL-10.

Pouzitie i) IL-10,
ii) protilatok proti IL-4 a IL-10,
iii) IL-1i0,
iv) 1IL-4 a IL-10 a
v) IL-10
na a) inhibovanie proliferédcie neoplastickych buniek zavis-
l¥ch od IL-2, pripadne
b) zvySenie hladin IFN-Y,
c) liedenie zapalového &revného ochorenia,
d) zosilnenia inhibicie produkcie cytokinu a

e) inhibovanie hypersenzitivnej reakcie neskorého typu.

PouZitie podla ndroku 7 e) v), vyznadc¢uijuice s a

t ¥y m, 2e IL-4 sa poddva sucasne s IL-10.

Pouzitie i) IL-10,
ii) protilatok proti IL-4 a IL-10,
iii) IL-10,
iv) IL-4 a IL-10 a
v) IL-10
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10.

11.

na vyrobu lieiva pre
a) inhibovanie proliferdcie neoplastickych buniek zavis-
lych od IL-2, pripadne,
b) zvySenie hladin IFN-Y,
c) liedenie z&palového Erevného ochorenia,
d) zosilnenia inhibicie produkcie cytokinu a

e) inhibovanie hypersenzitivnej reakcie neskorého typu.

PouZitie podfa n&roku 9 e) v), vyznacuijilce 5 a

t ¥y m, 2e liedivo dalej obsahuje IL-4.
PouZitie podla hociktorého z narokov 7 aZ 10, v y z n a ¢ u-

jidce sa t ¥ m Ze ako IL-4 alebo IL-10 sa pouZiva luds-

ky IL-4 alebo IL-10.
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