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(57) 1. Застосування інгібітору IL-18 для отримання
лікарського засобу для лікування і/або профілакти-
ки пов'язаної із сепсисом дисфункції серця, де
інгібітор IL-18 вибраний з групи: антитіла проти IL-
18, антитіла проти зв’язувальних білків IL-18 BРa і
IL-18 BPс.
2. Застосування за п. 1, де IL-18-зв’язувальний
білок є ПЕГ-кон’югованим.
3. Застосування за п. 1, де інгібітор IL-18 є специ-
фічним антитілом проти IL-18, вибраним з групи:
химерне, гуманізоване або людське антитіло.
4. Застосування за будь-яким з попередніх пунктів,
де лікарський засіб додатково містить інгібітор
цитокіну, вибраний з групи: фактор некрозу пухли-
ни α (TNF-α) і IL-1β.

5. Застосування за п. 4 для одночасного, послідо-
вного або роздільного введення.
6. Застосування за п. 4, де інгібітор TNF є розчин-
ною частиною TNFRI або TNFRII.
7. Застосування за п. 4, де інгібітор IL-1β є агоніс-
том рецептора IL-1.
8. Застосування експресуючого вектора, що міс-
тить кодуючу послідовність інгібітору IL-18, вибра-
ного з групи: антитіла проти IL-18, антитіла проти
зв’язувальних білків IL-18 BРa і IL-18, для отри-
мання лікарського засобу для лікування і/або про-
філактики пов'язаної з сепсисом дисфункції серця.
9. Застосування експресуючого вектора за п. 8 для
отримання лікарського засобу для лікування і/або
профілактики пов'язаної із сепсисом дисфункції
серця шляхом генної терапії.
10. Застосування вектора для індукції і/або поси-
лення ендогенної продукції інгібітору IL-18, вибра-
ного з групи: зв’язувальні білки IL-18 BРa і IL-18
BРс у клітині, для отримання лікарського засобу
для лікування і/або профілактики пов'язаної з сеп-
сисом дисфункції серця.
11. Застосування клітини, яка була генетично мо-
дифікована для продукування інгібітору IL-18, виб-
раного з групи: антитіла проти IL-18, антитіла про-
ти IL-18-зв'язувальних білків IL-18 BРa і IL-18 BPс,
для отримання лікарського засобу для лікування
і/або профілактики пов'язаної із сепсисом дисфун-
кції серця

.

Дана заявка заявляє перевагу Попередньої
заявки США за номером 60/291463, поданої 16
травня 2001 року, опис якої включений тут як по-
силання.

Даний винахід відноситься до застосування ін-
гібіторів IL-18 для лікування і/або попередження
сепсису.

У 1989 році був виявлений фактор, що індуку-
ється у сироватці з мишей, інфікованих Mycobacte-
rium  bovis  і стимульованих LPS.  Цей фактор був
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здатний індукувати інтерферон-γ (IFN-γ) у к ульту-
рах клітин селезінки нормальних мишей у присут-
ності інтерлейкіну-2 (IL-2) (Nakamura et al., 1989).
Даний фактор діяв не як прямий індуктор IFN-γ,  а
скоріше як костимулятор разом з IL-2, анти-CD3
або мітогенами. У спробі додаткової ідентифікації
цієї активності з сироватки мишей після обробки
ендотоксином був виявлений, очевидно, гомоген-
ний білок з М.м.  50-55  кДа,  який був зв'язаний із
зазначеною вище активністю (Nakamura et al.
1993). Оскільки інші цитокіни можуть діяти як кос-
тимулятори відносно продукування IFN-γ, нездат-
ність нейтралізуючих антитіл до IL-1, IL-4, IL-5, IL-6
або TNF блокувати цю сироваткову активність
припускала, що даний фактор був фактором, який
відрізняється. Ті ж самі автори документували, що
костимулятор продукування IFN-γ, який індукуєть-
ся ендотоксином, був присутнім в екстрактах печі-
нок з мишей, заздалегідь підданих впливу P. acnes
(Okamura et al. 1995). Відповідно до цієї експери-
ментальної моделі, популяція печінкових макро-
фагів (клітин Купфера) збільшується, і, отже, низь-
ка доза бактеріального ліпополісахариду (LPS)
стає летальною. Подібна обробка не є летальною
для непідготованих описаним вище способом ми-
шей. Даний фактор, названий IFN-γ-індукуючим
фактором (IGIF) і пізніше названим інтерлейкіном-
18 (IL-18), був очищений до гомогенності з цих
оброблених P. acnes печінок мишей, і була одер-
жана часткова амінокислотна послідовність. Для
клонування кДНК мишачого IL-18 використовували
вироджені олігонуклеотиди, одержані з амінокис-
лотних послідовностей очищеного IL-18 (Okamura
et al. 1995). Людська кДНК-2 послідовність для IL-
18 була повідомлена у 1996 році (Ushio et al.
1996).

Інтерлейкін IL-18 (Tsutsui et al. 1996, Nakamura
et al. 1993, Okamura et al. 1995, Ushio et al. 1996)
має спільні структурні ознаки з сімейством IL-1
білків (Bazan et al. 1996), які всі мають β-
складчасту структуру на відміну від більшості ін-
ших цитокінів, які виявляють структуру чотириспі-
ральних пучків. Подібно до IL-1β, IL-18 синтезуєть-
ся у вигляді біологічно неактивного попередника
(пpoIL-18) і позбавлений сигнального пептиду
(Ushio et al. 1996). Попередники IL-1β та IL-18
розщеплюються каспазою 1 (IL-1β-конвертуючим
ферментом або ICE), яка розщеплює дані попере-
дники після залишку аспарагінової кислоти у по-
ложенні Р1. Одержані зрілі цитокіни вивільняються
з клітини (Ghayur et al. 1997 і Gu et al. 1997), не-
зважаючи на відсутність сигнального пептиду.

Відомо, що IL-18 діє як костимулятор відносно
продукування цитокінів (IFN-γ, IL-2 і гранулоцитар-
но-макрофагального колонієстимулюючого факто-
ра) Т-хелперними клітинами типу І (Th1) (Kohno et
al. 1997), а також як костимулятор відносно FAS-
лігандопосередкованої цитотоксичності, що вияв-
ляється клонами мишачих природних клітин-
кілерів (Tsutsui et al. 1996).

Інтерлейкін-12 (IL-12) є імунорегуляторним ци-
токіном, що продукується моноцита-
ми/макрофагами та іншими антигенпрезентуючи-
ми клітинами. Він є центральним в «оркестровці»
як природних, так і набутих клітинно-

опосередкованих імунних відповідей (Trinchieri
1998). Він складається з гетеродимеру, складеного
з ковалентно зв'язаних продуктів двох окремих
генів: важкого ланцюга (р40) і легкого ланцюга
(р35). Продукування IL-12 стимулюється у відпо-
відь на певні бактерії, бактеріальні продукти, внут-
рішньоклітинні паразити і віруси. IL-12 були припи-
сані наступні функції:  1)  він є сильнодіючим
індуктором IFN-γ з Т-клітин і природних клітин-
кілерів (NK-клітин), 2) він є ко-мітогенним для та-
ких клітин,  3)  він є вирішальним для розвитку Thl-
реакцій у більшості систем (таким чином, приводя-
чи повторно до збільшень продукування IFN-γ і
TNF, активації макрофагів і т.д.), 4) він посилює
цитотоксичність цитотоксичних Т-лімфоцитів і NK-
клітин, і 5) він є необхідним для гіперчутливості
уповільненого типу. Було показано, що продуку-
вання IL-12 у виділених мишачих лейкоцитах се-
лезінки, оброблених штамом Staphylococcus
aureus Cowan 1, пригнічується IFN-α або IFN-β
(Karp et al. 2000).

Нещодавно повідомлялося, що IL-12 бере
участь у патогенезі органоспецифічних автоімун-
них запальних захворювань, таких як розсіяний
(множинний) склероз (MS) (Karp et al. 2000) і запа-
льне захворювання кишечнику (IBD) (Blumberg and
Strober 2001 і Fiocchi 1999), і, отже, вважається
потенційною мішенню лікарських засобів для ліку-
вання даних станів.

IL-18 і IL-12 виявляють явний синергізм в інду-
кції IFN-γ в Т-клітинах (Okamura et al. 1998). Дослі-
дження механізму цього синергізму виявили, що
IL-12 підвищуючим чином регулює експресію обох
ланцюгів рецептора IL-18 на продукуючих IFN-γ
клітинах (Kim et al. 2001). Хоча IL-12 та IL-18 акти-
вують як природний, так і набутий імунітет, їх над-
мірне продукування активованими макрофагами
може індукувати порушення великої кількості ор-
ганів, у тому числі порушення функції імунної сис-
теми (Seki et al. 2000).

Цитокінзв'язувальні білки (розчинні рецептори
цитокінів) є звичайно позаклітинними лїгандзв'язу-
вальними доменами їх відповідних рецепторів
цитокінів клітинної поверхні. Вони продукуються
або альтернативним сплайсингом, або протеолі-
тичним розщепленням рецептора клітинної повер-
хні. Ці розчинні рецептори були описані у минуло-
му: наприклад, розчинні рецептори для IL-6 та IFN-
γ (Novick et al. 1989), TNF (Engelmann et al. 1989 і
Engelmann et al. 1990), IL-1 та IL-4 (Maliszewski et
al. 1990) і IFN-α/β (Novick et al. 1994, Novick et al.
1992). Один цитокінзв'язувальний білок, названий
остеопротегерином (OPG, відомий також як фак-
тор, що інгібує остеокласти, - OCIF), член
TNFR/Fas-сімейства, є, очевидно, першим прикла-
дом розчинного рецептора, який існує тільки у ви-
гляді білка, що секретується (Anderson et al. 1997,
Simonet et al. 1997, Yasudaetal. 1998).

Інтерлейкін-18-зв'язувальний білок (IL-18BP)
був афінно очищений на IL-18-колонці з сечі (No-
vick et al. 1999). IL-18BP припиняє IL-18-індукцію
IFN-γ та IL-18-активацію NF-kB in vitro. Крім того,
IL-18BP інгібує індукцію IFN-γ у мишах, ін'єктова-
них LPS. Ген IL-18BP локалізований у хромосомі
11 людини, і у геномній послідовності розміром 8,3
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т.п.н., що містить ген IL-18BP, не був знайдений
екзон, що кодує трансмембранний домен. До на-
шого часу у людини були виявлені чотири ізофор-
ми IL-18BP, що генеруються альтернативним
сплайсингом мРНК. Вони були названі IL-18BP а,
b,  с і d,  причому всі вони мають один і той же N-
кінець і відрізняються по С-кінцю (Novick et al.
1999). Дані ізоформи відрізняються за їх здатністю
зв'язувати IL-18 (Kim et al. 2000). Відомо, що з цих
чотирьох ізоформ ізоформи а і с IL-18BP людини
(ML-18BP) мають нейтралізуючу активність відно-
сно IL-18. Найбільш представлена ізоформа IL-
18BP, ізоформа а сплайсингового варіанта, вияв-
ляє високу афінність відносно IL-18 з високою
швидкістю зв'язування і низькою швидкістю дисо-
ціації та константою дисоціації (Kd), яка складає
приблизно 0,4 нМ (Kim et al. 2000). IL-18BP консти-
тутивно експресується у селезінці і належить до
суперсімейства імуноглобулінів. Залишки, що бе-
руть участь у взаємодії IL-18 з IL-18BP, були опи-
сані з використанням комп'ютерного моделювання
(Kim et al. 2000) і на основі взаємодії між подібним
білком IL-Ιβ та IL-1R типу І (Vigers et al. 1997). Від-
повідно до цієї моделі зв'язування IL-18 з IL-18BP,
було зроблене припущення, що залишок Glu у
положенні 42 і залишок Lys у положенні 89 IL-18
зв'язуються з Lys-130 і Glu-114 в IL-18BP, відпові-
дно (Kim et al. 2000).

IL-18BP конститутивно присутній у багатьох
клітинах (Puren et al. 1999) і циркулює у кровотоці
здорових людей (Urushihara et al. 2000), представ-
ляючи унікальний феномен у біології цитокінів.
Внаслідок високої афінності IL-18BP відносно IL-18
(Kd = 0,4 нМ), а також високої концентрації IL-
18BP, виявленої у кровотоці (20-разового моляр-
ного надлишку відносно IL-18), було зроблене
припущення,  що більшість молекул,  якщо не всі
молекули, IL-18 у кровотоці є зв'язаними з IL-18BP.
Таким чином, циркулюючий IL-18BP, який конкурує
з рецепторами клітинної поверхні за IL-18, може
діяти як природна протизапальна та імуносупре-
сивна молекула.

Як згадувалося,  IL-18  індукує IFN-γ,  який,  у
свою чергу, як повідомлялося нещодавно, індукує
генерування мРНК IL-18BPa in vitro (Muhl et al.
2000). Таким чином, IL-18BPa міг би служити як
сигнал «вимкнення», що термінує запальну реак-
цію.

IL-18BP є значимо гомологічним з сімейством
білків, що кодується декількома поксвірусами (No-
vick et al. 1999, Xiang and Moss 1999). Інгібування
IL-18 цим припустимим вірусним IL-18BP може
атенуювати запальну антивірусну Thl-реакцію.

Термін синдром системної запальної реакції
(SIRS) описує звичайний клінічний синдром сепси-
су,  незалежно від його причини.  SIRS  може бути
результатом травми, панкреатиту, реакцій на лі-
карські засоби, автоімунного захворювання та ін-
ших порушень; коли даний синдром виникає у від-
повідь на інфекцію, кажуть про присутність
сепсису (Nathens and Marshall 1996).

Септичний шок є поширеною причиною смерті
у медичних і хірургічних відділеннях інтенсивної
терапії (Astiz and Rackow 1998). Терміни сепсис,
важкий сепсис і септичний шок використовуються

для ідентифікації розгортання клінічної реакції на
інфекцію. Пацієнти з сепсисом виявляють ознаки
інфекції та клінічних маніфестацій запалення. Па-
цієнти з важким сепсисом розвивають гіпопер фу-
зію з дисфункцією органів. Септичний шок виявля-
ється гіпоперфузією та стійкою гіпотензією.
Смертність знаходиться у діапазоні від 16% у па-
цієнтів з сепсисом до 40-60% у пацієнтів з септич-
ним шоком. Найбільш звичайною причиною септи-
чного шоку є бактеріальна інфекція. Найбільш
частими місцями інфекції є легені, черевна порож-
нина і сечові шляхи. Звичайні протизапальні тера-
пії, такі як застосування кортикостероїдів, не змог-
ли показати поліпшення у виживанні від сепсису і
септичного шоку. Три моноклональних антитіла,
специфічних відносно ендотоксину, випробовува-
ли у клінічних випробуваннях, і вони не змогли
поліпшити коефіцієнти виживаності. Терапія з ви-
користанням антагоністів до фактора некрозу пух-
лини, інтерлейкіну 1, брадикініну, ібупрофену; та
фактора, що активує тромбоцити, не виявляла
поліпшення виживання від септичного шоку (Astiz
and Rackow 1998).

Сепсис викликається inter alia грампозитивни-
ми бактеріями, наприклад, Staphylococcus epider-
midis. Вважається, що ліпотейхоєві кислоти і пеп-
тидоглікани, які є основними компонентами
клітинної стінки видів Staphylococcus, є індуктора-
ми вивільнення цитокінів у даному стані (Grupta et
al. 1996 і Cleveland et al. 1996). Однак інші грампо-
зитивні компоненти також розглядаються як сти-
мулятори синтезу цитокінів (Henderson et al. 1996).
Вважається, що продукування IL-1, TNF-α та IFN-γ
вносить основний внесок у патогенез септичного
шоку (Dinarello 1996 і Okusawa et al. 1988). Крім
того, було показано, що хемокін IL-8 індукується
нейтрофілами у відповідь на S. epidermidis (Ha-
chicha et al. 1998). Важливими факторами у регу-
ляції індукції IL-1,  TNF-α та IFN-γ S.  epidermidis  є
IL-18, IL-12, IL-Ιβ і TNF-α. IL-1 β і TNF-a можуть
розглядатися як костимули для продукування IFN-
γ Т-лімфоцитами, подібно до IL-18. Дані два цито-
кіни мають костимуляторну активність на продуку-
вання IFN-γ у контексті IL-12 або бактеріальної
стимуляції (Skeen et al. 1995 і Tripp et al. 1993).

Нещодавно Nakamura et al. (2000) повідомили,
що одночасне введення IL-18 та IL-12 мишам при-
водить до високої токсичності, подібної до токсич-
ності, виявленої в індукованому ендотоксином
септичному шоку.

Було показано, що рівні IL-18 підвищуються у
сироватках пацієнтів з сепсисом (Endo et al. 2000),
але це збільшення корелювало з рівнями креати-
ніну, що дозволяє припускати, що підвищені рівні
IL-18 можуть бути результатом ниркової недостат-
ності. В іншому дослідженні (Grobmyer et al. 2000)
рівні IL-18 у 9 суб'єктів з сепсисом під час перших
96 годин після госпіталізації були високими і не
корелювали з рівнями креатиніну.

Як видно із зазначеного вище, IL-18 є плейот-
ропним інтерлейкіном, що має як посилюючу, так і
послаблюючу запалення функції. З одного боку,
він посилює продукування прозапальних цитокінів,
подібних до TNF-α, посилюючи таким чином запа-
лення. З іншого боку, він індукує продукування
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оксиду азоту (NO), інгібітору каспази-1, блокуючи
таким чином дозрівання IL-Ιβ і, можливо, послаб-
люючи запалення. Ця двозначна роль IL-18 піддає
сумніву ефективність інгібіторів IL-18 у лікуванні
запальних захворювань.^Крім того, внаслідок уча-
сті великої різноманітності різних цитокінів і хемо-
кінів у регуляції запалення, не можна завжди чека-
ти одержання сприятливого ефекту блокуванням
тільки одного з шляхів у настільки складній мережі
взаємодій.

Netea et al. (2000) повідомляли, що введення
поліклонального антитіла проти IL-18 захищало
мишей проти шкідливих дій LPS, які походять як з
Е. соїі, так і з перевірених видів S. typhimurium,
підтверджуючи концепцію, що IL-18 грає важливу
патогенну роль у летальному ендотоксикозі. Од-
нак, невизначеність відносно ефективності потен-
ційної композиції для лікування на основі введення
інгібіторів IL-18 виявляється у тому, що миші з но-
каутом IL-18 не є менш чутливими до сепсису у
порівнянні з тваринами дикого типу (Sakao et al.
1999), і у тому, що нещодавні повідомлення при-
пускають, що прозапальна активність IL-18 є істот-
ною для захисної системи хазяїна проти важких
інфекцій (Nakanishi et al. 2001 iFossetal. 2001).

Таким чином, існує необхідність у забезпечен-
ні засобу для лікування і/або попередження сепси-
су, незважаючи на зазначені вище міркування, які
стосуються застосування інгібіторів IL-18.

Даний винахід відноситься до застосування ін-
гібітору IL-18 у приготуванні лікарського засобу
для лікування і/або попередження сепсису та ін-
ших захворювань, характерних для синдрому сис-
темної запальної реакції (SIRS), вибраних з тяжко-
го сепсису і септичного шоку, а також зв'язаного з
сепсисом порушення функції серця.

Більш конкретно, даний винахід відноситься
до застосування інгібітору IL-18, вибраного з інгібі-
торів каспази-1 (ICE), антитіл проти IL-18, антитіл
проти будь-якої з субодиниць рецептора IL-18,
інгібіторів шляху передачі сигналу за участю IL-18,
антагоністів IL-18, які конкурують з IL-18 і блокують
IL-18-рецептор, інгібіторів продукування IL-18 та
IL-18-зв'язувальних білків, їх ізоформ, мутеїнів,
злитих білків, функціональних похідних, активних
фракцій або похідних циркулярної перестановки,
які мають щонайменше по суті ту ж саму актив-
ність, що і IL-18-зв'язувальний білок.

IL-18-зв'язувальний білок, що використовуєть-
ся відповідно до даного винаходу, є його ізофор-
мою, мутеїном, злитим білком (наприклад, Ig-
злитим), функціональним похідним (наприклад,
ПЕГ-кон'югованим), активною фракцією або похід-
ним циркулярної перестановки.

Антитіла, що використовуються відповідно до
даного винаходу, можуть бути специфічними анти-
тілами проти IL-18, вибраними з химерних, гумані-
зованих і людських антитіл.

Крім того, даний винахід відноситься до за-
стосування інгібітору у приготуванні лікарського
засобу, що додатково містить інгібітор IL-12, пере-
важно нейтралізуюче IL-12 антитіло, інтерферон,
переважно інтерферон α або β, інгібітор фактора
некрозу пухлини, переважно розчинний TNPRI або
TNFRII, і/або інгібітор IL-1, переважно антагоніст

рецептора IL-1, для одночасного, послідовного або
роздільного введення.

В одному аспекті даний винахід забезпечує
застосування експресуючого вектора, що містить
кодуючу послідовність інгібітору IL-18, вибраного з
інгібіторів каспази-1 (ICE), антитіл проти IL-18, ан-
титіл проти будь-якої з субодиниць рецептора IL-
18, інгібіторів шляху передачі сигналу за участю IL-
18, антагоністів IL-18, які конкурують з IL-18 і бло-
кують IL-18-рецептор, інгібіторів продукування IL-
18 та IL-18-зв'язувальних білків, їх ізоформ, мутеї-
нів, злитих білків або похідних циркулярної пере-
становки, які мають щонайменше по суті ту ж саму
активність, що і IL-18-зв'язувальний білок, у приго-
туванні лікарського засобу для лікування і/або по-
передження сепсису, наприклад, за допомогою
генотерапії.

В іншому аспекті даний винахід забезпечує
застосування вектора для індукції і/або посилення
ендогенної продукції інгібітору IL-18 у клітині у при-
готуванні лікарського засобу для лікування і/або
попередження сепсису.

Крім того, даний винахід забезпечує застосу-
вання клітини, яка була генетично модифікована
для продукування інгібітору IL-18, у приготуванні
лікарського засобу для лікування і/або попере-
дження сепсису.

В іншому варіанті, даний винахід відноситься
до способу лікування і/або попередження сепсису
та інших захворювань, характерних для синдрому
системної запальної реакції (SIRS), у тому числі
зв'язаної з сепсисом дисфункції серця, що перед-
бачає введення суб'єкту, який потребує цього, фа-
рмацевтично ефективної кількості інгібітору IL-18,
вибраного з інгібіторів каспази-1 (ICE), антитіл
проти IL-18, антитіл проти будь-якої з субодиниць
рецептора IL-18, інгібіторів шляху передачі сигна-
лу за участю IL-18, антагоністів IL-18, які конкуру-
ють з IL-18 і блокують IL-18-рецептор, інгібіторів
продукування IL-18 та IL-18-зв'язувальних білків, їх
ізоформ, мутеїнів, злитих білків, функціональних
похідних, активних фракцій або похідних цирку-
лярної перестановки, які мають щонайменше по
суті ту ж саму активність, що і IL-18-зв'язувальний
білок. Даний спосіб може передбачати спільне
введення терапевтично ефективної кількості інгібі-
тору цитокінів, вибраного з інгібітору IL-12, пере-
важно нейтралізуючих антитіл, інгібіторів фактора
некрозу пухлини, переважно розчинної частини
TNFRI або TNFRII, інгібіторів IL-1, переважно анта-
гоністів рецептора IL-1, та інгібіторів IL-8, і/або
інтерферону, переважно інтерферону-α або -β.

Крім того, даний винахід забезпечує спосіб лі-
кування і/або попередження сепсису та інших за-
хворювань, характерних для синдрому системної
запальної реакції (SIRS), що передбачає введення
суб'єкту, який потребує цього, фармацевтично
ефективної кількості вектора, що кодує послідов-
ність інгібітору IL-18, вибраного з інгібіторів каспа-
зи-1 (ICE), антитіл проти IL-18, антитіл проти будь-
якої з субодиниць рецептора IL-18, інгібіторів шля-
ху передачі сигналу за участю IL-18, антагоністів
IL-18, які конкурують з IL-18 і блокують IL-18-
рецептор, інгібіторів продукування IL-18 та IL-18-
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зв'язувальних білків,  їх ізоформ,  мутеїнів,  злитих
білків або похідних циркулярної перестановки.

У наступному варіанті даний винахід відно-
ситься до способу лікування і/або попередження
сепсису та інших захворювань, характерних для
SIRS, що передбачає введення суб'єкту, який по-
требує цього, фармацевтично ефективної кількості
вектора для індукції і/або посилення ендогенного
продукування інгібітору IL-18 у клітині.

Крім того, даний винахід забезпечує спосіб лі-
кування і/або попередження сепсису та інших за-
хворювань, характерних для SIRS, що передбачає
введення суб'єкту, який потребує цього, клітини,
яка була генетично модифікована для продуку-
вання IL-18.

Фіг.1 показує розподіл сироваткового IL-18BPa
у здорових індивідуумів. Сироватки здорових інди-
відуумів чоловічої і жіночої статі у віці 20-60 років,
аналізовані на присутність IL-18BPa за допомогою
специфічного ELISA-тесту (n=107).

Фіг.2А показує середні рівні IL-18 та IL-18BPa у
пацієнтів з сепсисом і здорових суб'єктів. IL-18 та
IL-18BPa у сироватці визначали у здорових індиві-
дуумів (див. фіг.1) і у 198 пробах з 42 пацієнтів з
сепсисом відразу ж після госпіталізації і під час
госпіталізації.

Фіг.2В показує розподіл індивідуальних рівнів
IL-18 та IL-18BPa у здорових суб'єктів і пацієнтів,
описаних у фіг.2А. Середні рівні у сироватці IL-18
та IL-18BPa у здорових суб'єктів показані пунктир-
ною вертикальною і горизонтальною лінією, відпо-
відно.

Фіг.3 показує порівняння між загальним і віль-
ним IL-18 у окремих пацієнтів з сепсисом після
госпіталізації. Рівень вільного IL-18 (чорні кружки)
у сироватках розраховували на основі концентра-
ції загального IL-18 (білі кружки) та IL-18BPa, з
врахуванням стехіометрії 1:1 IL-18 до IL-18BP у
комплексі і розрахованій Kd, що складає 400 пМ.
Кожна вертикальна лінія зв'язує загальний і віль-
ний IL-18 в окремій пробі сироватки.

Фіг.4 показує дію IL-18BP на S. epidermidis-
індуковане продукування IFN-γ у цільній крові. Су-
цільна кров стимулювалася тільки S. epidermidis
або S. epidermidis і рекомбінантним IL-18BP у вка-
заних концентраціях. Після 48 годин інкубації куль-
туру крові лізували і вимірювали IFN-γ. Результати
виражені у відсотках індукції IFN-γ S. epidermidis.
P<0,01 проти одного S. epidermidis. Дані являють
собою середнє ± стандартна похибка середнього
(SEM) шести експериментів. SEM являє собою
розкид середньої величини проби. SEM дає уяв-
лення про точність середньої величини. SEM =
SD/(квадратний корінь величини проби). Ці дані
аналізували з використанням спареного критерію
Ст'юдента.

Фіг.  5  показує інгібіторну дію,  що виявляється
подвійною активністю IL-18ВРа і моноклональних
антитіл проти IL-12, на продукування IFN-γ ціль-
ною кров'ю, обробленою S. epidermidis. Цільну
кров стимулювали S. epidermidis у присутності або
за відсутності IL-18BPa (125 нг/мл), mAb до IL-12
(2,5 мкг/мл) та обох. Після 48 годин інкубації куль-
туру крові лізували і вимірювали IFN-γ. Результати
виражені у відсотках індукції IFN-γ S. epidermidis.

Ρ<0,01 проти одного S. epidermidis. Дані являють
собою середнє ± стандартна похибка середнього
(SEM) шести експериментів. SEM являє собою
розкид середньої величини проби. SEM дає уяв-
лення про точність середньої величини. SEM =
SD/(квадратний корінь величини проби). Ці дані
аналізували з використанням спареного критерію
Ст'юдента.

Фіг.6 показує кількісне визначення IL-18BPa,
відображене у стандартній кривій ELISA. Рекомбі-
нантний IL-18BPa людини серійно розводили і під-
давали ELISA, як описано у прикладі 3. Дані ре-
зультати показують середню оптичну щільність ±
SE (стандартна похибка) 10 експериментів.

Фіг. 7 показує інгібіторну дію IL-18 на кількість
IL-18BPa відповідно до тесту ELISA. Показаний
відсоток інгібування сигналу.

Фіг.8 показує імунологічну перехресну реакти-
вність ізоформ IL-18BP людини. Аналіз ELISA IL-
18BP виконували з усіма ізоформами (a-d) IL-
18BP. Вихідні розчини (3,2 мкг/мл) ізоформ IL-
18BP серійно розводили і тестували в IL-18BPa-
ELISA.

Фіг.9 показує вміст IL-18 у тканині міокарда пі-
сля введення LPS. Мишей ін'єктували LPS Е. соli
(0,5 мг/кг, внутрішньочеревинно). Серця гомогені-
зували у вказаних на х-осі часових точках. ELISA
проводили для визначення вмісту IL-18 у міокарді
(n=4-5 тварин на групу).

Фіг. 10 показує дію антитіла до IL-18 на індуко-
вану LPS дисфункцію міокарда. Мишей ін'єктували
або носієм (фізіологічним розчином, що ін'єктують
внутрішньовенно, n=8), або LPS E. соli (0,5 мг/кг,
що ін'єктують внутрішньочеревинно, n=8) і визна-
чали тиск, який розвивається, у лівому шлуночку
(LVDP) через 6 годин перфузії виділеного серця. В
окремих експериментах мишей заздалегідь обро-
бляли або сироваткою нормальних кроликів (NRS,
n=5), або антитілом до IL-18 (анти-IL-18, n=8) за 30
хвилин перед введенням LPS.

Даний винахід відноситься до введення інгібі-
торів IL-18 для попередження або лікування сеп-
сису, і він базується на відкриттях, описаних у при-
кладах. Відповідно до даного винаходу було
виявлено, що рівні ефективного (вільного) цирку-
люючого IL-18 є значимо підвищеними у сироватці
пацієнтів з сепсисом у порівнянні із здоровими
індивідуумами, і, що інгібування IL-18 викликає
зменшення індукції IFN-γ грампозитивною бактері-
єю Staphylococcus epidermidis.

Крім того, превентивне лікування сепсису мо-
же проводитися введенням інгібітору IL-18 у ком-
бінації з інгібіторами інших цитокінів, потенційно
здатними посилювати його дію.

Сепсис, відповідно до даного винаходу, вклю-
чає SIRS, тяжкий сепсис, септичний шок, ендоток-
синовий бактеріально-токсичний шок і т.д., і може
бути викликаний грампозитивними або грамнега-
тивними бактеріями.

Термін «інгібітор IL-18» у контексті даного ви-
находу відноситься до будь-якої молекули, яка
модулює продукування і/або дію IL-18 таким чи-
ном, що продукування і/або дія IL-18 ослаблюєть-
ся, зменшується або частково, по суті або повніс-
тю запобігається або блокується.
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Інгібітором продукування може бути будь-яка
молекула, що негативно впливає на синтез, про-
цесинг або дозрівання IL-18, наприклад, інгібітор
ICE. Інгібіторами, що розглядаються відповідно до
даного винаходу, можуть бути, наприклад, супре-
сори експресії гена інтерлейкіну IL-18, антисмис-
лові мРНК, що зменшують або запобігають транс-
крипції мРНК IL-18, або рибозими, що приводять
до деградації мРНК, білки, які порушують прави-
льне укладання, або частково або по суті запобі-
гають секреції IL-18, протеази, що деградують IL-
18, і т.п.

Інгібіторами дії IL-18 можуть бути антагоністи
IL-18, наприклад, IL-18BP. Антагоністи можуть або
зв'язуватися з самою молекулою IL-18, або ізолю-
вати молекулу IL-18 з достатньою афінністю і спе-
цифічністю для часткової або по суті повної нейт-
ралізації IL-18 або активного сайту (сайтів) IL-18,
що відповідають за зв'язування з його лігандами
(наприклад, з його рецепторами). Антагоніст може
також інгібувати шлях передачі сигналу за участю
IL-18, який активується у клітинах при зв'язуванні
IL-18/рецептор.

Інгібіторами дії IL-18 можуть бути також роз-
чинні рецептори IL-18 або молекули, що імітують
дані рецептори, або агенти, які блокують рецепто-
ри IL-18 або молекули, що імітують дані рецепто-
ри, або агенти, які блокують рецептори IL-18, ан-
титіла до IL-18, такі як моноклональні антитіла,
або будь-який інший агент або молекула, що запо-
бігає зв'язуванню IL-18 з його мішенями, зменшу-
ючи або запобігаючи таким чином запуску внутрі-
шньоклітинних або позаклітинних реакцій, які
опосередковуються IL-18.

Термін «IL-18-зв'язувальні білки» застосову-
ється тут як синонім «IL-18BP». Він включає в себе
IL-18-зв'язувальні білки, визначені у WO 99/09063
або у Novick et al., 1999, у тому числі сплайсингові
варіанти і/або ізоформи IL-18-зв'язувальних білків,
визначених у Kim et al,, 2000. Зокрема, ізоформи а
і с IL-18BP людини застосовні відповідно до дано-
го винаходу. Білки, застосовні відповідно до дано-
го винаходу, можуть бути глікозильованими або
неглікозильованими, вони можуть походити з при-
родних джерел, таких як сеча, або переважно вони
можуть бути одержані рекомбінантно. Рекомбінан-
тна експресія може проводитися у прокаріотичних
системах експресії, подібних до Е. соїі, або в еука-
ріотичних системах експресії і переважно у систе-
мах експресії ссавців.

У застосуванні тут, термін «мутеїни» відно-
ситься до аналогів IL-18BP або аналогів вірусного
IL-18BP, в яких один або декілька амінокислотних
залишків IL-18ВР, що зустрічається у природі, або
вірусного IL-18BP замінені амінокислотними зали-
шками, які відрізняються, або делетовані, або
один, або декілька амінокислотних залишків дода-
ні до послідовності IL-18BP, що зустрічається у
природі, або вірусного IL-18BP без значної зміни
активності одержаних продуктів у порівнянні з IL-
18BP або вірусним IL-18BP дикого типу. Дані муте-
їни одержують відомими способами синтезу і/або
способами сайт-направленого мутагенезу або
будь-яким іншим відомим способом, придатним
для цього.

Будь-який такий мутеїн переважно має послі-
довність амінокислот, досить аналогічну послідов-
ності IL-18BP або досить аналогічну послідовності
вірусного IL-18BP, так що він має по суті однакову
активність з IL-18BP. Однією з активностей IL-
18BP є його здатність зв'язувати IL-18. Доки цей
мутеїн має істотну зв'язувальну активність віднос-
но IL-18, він може бути використаний для очищен-
ня IL-18, наприклад, за допомогою афінної хрома-
тографії, і, отже, може розглядатися, як такий, що
має по суті однакову активність відносно IL-18BP.
Таким чином, можна визначити, чи має будь-який
конкретний мутеїн по суті ту ж саму активність, що
і IL-18BP, за допомогою рутинного експерименту-
вання, яке включає як об'єкт такий мутеїн, напри-
клад, методом простого конкурентного сендвіч-
аналізу для визначення,  зв'язується він або не
зв'язується з відповідним чином міченим IL-18,
такого як радіоімуноаналіз або аналіз ELISA.

Мутеїни поліпептидів IL-18BP або мутеїни ві-
русного IL-18BP, які можуть бути використані від-
повідно до даного винаходу, або нуклеїнові кисло-
ти, що кодують їх, включають в себе обмежений
набір по суті відповідних послідовностей як замін-
них пептидів або полінуклеотидів, які можуть бути
рутинним чином одержані фахівцем з кваліфікаці-
єю у даній області без надмірного експерименту-
вання на основі представлених тут описів і керів-
них вказівок.

Переважними замінами для мутеїнів відповід-
но до даного винаходу є так звані «консервативні
заміни». Консервативні заміни амінокислот полі-
пептидів або білків IL-18BP, або вірусного IL-18BP
можуть включати в себе синонімічні амінокислоти
у групі, які мають досить подібні фізико-хімічні
властивості,  так що заміна між членами цієї групи
буде зберігати біологічну функцію даної молекули
(Grantham, 1974).

Ясно, що вставки і делеції амінокислот також
можуть бути здійснені в описаних вище послідов-
ностях без зміни їх функції, зокрема, якщо ці вста-
вки або делеції включають в себе тільки невелике
число амінокислот, наприклад, менше тридцяти, і,
переважно, менше десяти, і не видаляють або не
замінюють амінокислоти, які є критичними для
функціональної конформації, наприклад, залишки
цистеїну. Білки і мутеїни, що продукуються такими
делеціями і/або вставками, входять в обсяг даного
винаходу.

Переважними групами синонімічних амінокис-
лот є групи, визначені у таблиці І. Більш переваж-
но, групами синонімічних амінокислот є групи, ви-
значені у таблиці II; і, найбільш переважно,
групами синонімічних амінокислот є групи, визна-
чені у таблиці III.
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Приклади одержання амінокислотних замін у
білках, які можуть бути використані для одержання
мутеїнів поліпептидів або білків IL-18BP, або муте-
їнів вірусних IL-18BP для застосування у даному
винаході, включають в себе будь-які відомі стадії
способу, такі як представлені у Патентах США за
номерами RE 33653, 4959314, 4588585 і 4737462,
Mark et al.; 5116943, Koths et al.; 4965195, Namen
et al; 4879111, Chong et al. і 5017691, Lee et al., і
білки із замінами амінокислот лізином, представ-
лені у Патенті США № 4904584 (Shaw et al.).

Термін «злиті білки» відноситься до поліпеп-
тиду, що містить IL-18BP або вірусний IL-18BP,
або його мутеїн, або фрагмент, злиті з іншим біл-
ком, який, наприклад, має продовжений час існу-
вання у рідинах тіла. Так, IL-18BP або вірусний IL-
18BP можуть бути злиті з іншим білком, поліпепти-
дом або т.п., наприклад, імуноглобуліном або його
фрагментом.

Термін «функціональні похідні» у застосуванні
тут охоплює похідні IL-18BP або вірусного IL-18BP
та їх м утеїни і злиті білки, які можуть бути одержа-
ні з функціональних груп, що зустрічаються у ви-
гляді бічних ланцюгів на залишках, або N-, або С-
кінцевих груп способами, відомими у даній облас-
ті,  і є включеними у даний винахід,  доки вони за-
лишаються фармацевтично прийнятними, тобто

вони не порушують активність даного білка, яка є
по суті однаковою з активністю IL-18ВР або вірус-
них IL-18BP, і не додають токсичних властивостей
композиціям, що містять їх.

Дані похідні можуть, наприклад, включати в
себе бічні ланцюги поліетиленгліколю (ПЕГ-
кон'юговані), які можуть маскувати антигенні сайти
і продовжувати існування IL-18BP або вірусного IL-
18BP у рідинах тіла. Інші похідні включають в себе
аліфатичні складні ефіри карбоксильних груп, амі-
ди карбоксильних груп, утворені реакцією з аміа-
ком або з первинним, або вторинним амінами, N-
ацильні похідні вільних аміногруп амінокислотних
залишків, утворені з ацильними групами (напри-
клад, алканоїльною або карбоциклічною ароїль-
ною групами) або О-ацилпохідні вільних гідрокси-
льних груп (наприклад, серинового або
треонінового залишків), утворених з ацильними
групами.

Як «активні фракції» IL-18BP або вірусного IL-
18BP, мутеїнів і злитих білків даний винахід вклю-
чає в себе будь-який фрагмент або попередників
поліпептидного ланцюга тільки білкової молекули
або разом з асоційованими з нею молекулами або
зв'язаними з нею залишками, наприклад, цукрови-
ми або фосфатними залишками, або агрегати біл-
кової молекули, або цукрових залишків один з од-
ним, за умови, що вказана фракція має по суті
однакову активність з IL-18ВР.

Функціональні похідні IL-18BP можуть бути
кон'юговані з полімерами для поліпшення власти-
востей білка, таких як стабільність, напівперіод
існування в організмі, біодоступність, переносність
організмом людини або імуногенність. Для досяг-
нення цієї мети IL-18BP може бути зв'язаний, на-
приклад, з поліетиленгліколем (ПЕГ). Кон'югування
з ПЕГ може проводитися відомими способами,
наприклад, описаними у WO 92/13095.

Таким чином, у переважному варіанті даного
винаходу IL-18BP є кон'югованим з ПЕГ.

У наступному переважному варіанті здійснен-
ня даного винаходу інгібітор IL-18 є злитим білком,
що містить весь IL-18-зв'язувальний білок або час-
тину IL-18-зв'язувального білка, які злиті з усім
імуноглобуліном або з частиною імуноглобуліну.
Особі з кваліфікацією у даній області буде зрозу-
міло, що одержаний злитий білок зберігає біологі-
чну активність IL-18BP, зокрема, зв'язування з IL-
18. Це злиття може бути прямим або через корот-
кий лінкерний пептид, який може бути таким коро-
тким, як 1-3 амінокислотних залишки у довжину,
або більш довгим, наприклад, таким, що має 13
амінокислотних залишків у довжину. Вказаний лін-
кер може бути, наприклад, трипептидом послідов-
ності Е-F-M (Glu-Phe-Met), або лінкерною послідо-
вністю, що складається з 13 амінокислот, яка
містить Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-Gly-
Gln-Phe-Met, введені між послідовністю IL-18BP і
послідовністю імуноглобуліну. Одержаний злитий
білок має поліпшені властивості, наприклад, про-
довжений час існування у рідинах тіла (напівперіод
існування в організмі), збільшену питому актив-
ність, збільшений рівень експресії, або полегшу-
ється очищення цього злитого білка.
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IL-18BP може бути злитий з константною діля-
нкою молекули Ig. Переважно він злитий з райо-
нами важкого ланцюга, наприклад, з доменами
СН2 і СНЗ IgGl людини. Генерування специфічних
злитих білків, що містять IL-18BP і частину імуно-
глобуліну, описані, наприклад, у прикладі 11 WO
99/09063. Інші ізоформи молекул Ig також придатні
для генерування злитих білків даного винаходу,
наприклад, ізоформи IgG2 або IgG4, або інших кла-
сів Ig, наприклад, таких як IgM або IgA. Злиті білки
можуть бути мономерними або мультимерними,
гетеро- або гомомультимерними.

Інгібітор IL-18 може бути, наприклад, антагоні-
стом молекули, яка зв'язує рецептор IL-18, але
здатна запускати шлях передачі сигналу, що акти-
вується при зв'язуванні даного цитокіну з вказаним
рецептором (наприклад, IL-1-Ra, Dinarello 1996).
Всі групи антагоністів є прийнятними, або окремо,
або разом, у комбінації з інгібітором IL-18 у терапії
сепсису.

Інгібітором IL-18 може бути специфічне антиті-
ло до IL-18. Антитіла до IL-18 можуть бути полі-
клональними або моноклональними, химерними,
гуманізованими або навіть повністю людськими.
Рекомбінантні антитіла та їх фрагменти характе-
ризуються високою афінністю зв'язування з IL-18
in vivo і низькою токсичністю. Антитіла, які можуть
бути використані у даному винаході, відрізняються
їх здатністю лікувати пацієнтів протягом періоду,
достатнього, щоб мати регрес хорошого - чудового
ступеня або ослаблення патогенного стану, або
будь-якого симптому з групи симптомів, зв'язаних з
патогенним станом, і низьку токсичність.

Було показано, що IL-18 збільшується у ході
дисфункції серця, яка викликається сепсисом. Од-
ночасне введення LPS разом з інгібітором IL-18,
таким як нейтралізуюче поліклональне антитіло до
IL-18, захищає від дисфункції міокарда, що індуку-
ється LPS.

Нейтралізуючі антитіла легко індукуються у
тварин, таких як кролики, кози або миші, імунізаці-
єю IL-18. Імунізовані миші особливо застосовні для
забезпечення джерел В-клітин для приготування
гібридом, які, у свою чергу, культивують для одер-
жання великих кількостей моноклональних антитіл
до IL-18.

Химерні антитіла є молекулами імуноглобулі-
ну, які характеризуються двома або декількома
сегментами або частинами, що походять з різних
видів тварин. Звичайно варіабельна ділянка химе-
рного антитіла походить з антитіла ссавця, що не є
людиною, наприклад, мишачого моноклонального
антитіла, а константна ділянка імуноглобуліну по-
ходить з молекули імуноглобуліну людини. Пере-
важно, обидві ці ділянки і комбінація їх має низьку
імуногенність, як можна визначити рутинними спо-
собами (Elliot et al., 1994). Гуманізовані антитіла є
молекулами імуноглобуліну, створеними способа-
ми генної інженерії, в яких мишачі константні діля-
нки замінені копіями імуноглобуліну людини при
збереженні мишачих районів зв'язування антигену.
Одержане химерне антитіло миша-людина пере-
важно має зменшену імуногенність і поліпшену
фармакокінетику у людини (Knight et al., 1993).

Таким чином, у наступному переважному варі-
анті антитіло проти IL-8 є гуманізованим антитілом
до IL-18. Переважні приклади гуманізованих анти-
тіл до IL-18 описані, наприклад, в Європейській
заявці на патент ЕР 0974600.

Ще в одному переважному варіанті антитіло
до IL-18 є повністю людським. Технологія одер-
жання антитіл людини описана детально, напри-
клад, у WO 00/76310, WO 99/53049, US 6162963
або AU5336100. Повністю людські антитіла є пе-
реважно рекомбінантними антитілами, які проду-
куються у трансгенних тваринах, наприклад, ксе-
номишах,  і містять всі функціональні локуси Ig
людини або частини функціональних локусів Ig
людини.

Поліпептидні інгібітори можуть бути одержані у
прокаріотичних або еукаріотичних рекомбінантних
системах або можуть кодуватися у векторах, скон-
струйованих для націлювання генів.

Разом з інгібіторами IL-18 у лікуванні сепсису
можуть бути використані інгібітори інших цитокінів.
Інгібітор IL-18 може бути використаний у комбінації
з інгібітором IL-12.

Термін «інгібітор IL-12» у контексті даного ви-
находу відноситься до будь-якої молекули, яка
модулює продукування і/або дію IL-12 таким чи-
ном, що продукування і/або дія IL-12 ослаблюєть-
ся, зменшується або частково, по суті або повніс-
тю запобігається або блокується.

Інгібітором продукування IL-12 може бути
будь-яка молекула, яка негативно впливає на його
синтез, наприклад, інтерферон α/β (Каїр et al.
2000), або молекула, що негативно впливає на
процесинг або дозрівання IL-12. Інгібіторами, що
розглядаються відповідно до даного винаходу,
можуть бути, наприклад, супресори експресії гена
інтерлейкіну IL-12, антисмислові мРНК, що змен-
шують або запобігають транскрипції мРНК IL-12,
або рибозими, що приводять до деградації мРНК
IL-12, білки, що порушують правильне укладання,
або частково або по суті запобігають секреції IL-
12, протеази, що деградують IL-12, і т.п.

Антагоністи IL-12 виявляють свою активність
декількома шляхами. Антагоністи можуть зв'язува-
тися з самою молекулою IL-12 або можуть ізолю-
вати молекулу IL-12 з достатньою афінністю і спе-
цифічністю для часткової або по суті повної
нейтралізації епітопу або епітопів IL-12, які відпо-
відають за зв'язування рецептора IL-12 (далі нази-
ваються "ізолюючими антагоністами"). Ізолюючим
антагоністом може бути, наприклад, антитіло, на-
правлене проти IL-12, укорочена форма рецептора
IL-12, що містить позаклітинні домени цього реце-
птора або його функціональні частини і т.д. Анта-
гоністи можуть також інгібувати шлях передачі
сигналу за участю IL-12, який активується у кліти-
нах при зв'язуванні IL-12/рецептор (далі назива-
ються "антагоністами передачі сигналів"). Всі групи
антагоністів застосовні, окремо або разом, у ком-
бінації з інгібітором IL-18, у терапії сепсису. Анта-
гоністи IL-12 легко ідентифікуються і оцінюються
рутинним скринінгом кандидатів на їх дію на акти-
вність нативного IL-12 на чутливих клітинних лініях
in vitro, наприклад, мишачих спленоцитах, в яких
форболовий ефір і IL-12 викликають проліфера-
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цію. Даний аналіз містить композицію IL-12 у роз-
веденнях антагоніста-кандидата, що варіюються,
наприклад, від 0,1 до 100-разових відносно моля-
рної кількості IL-12, що використовується у цьому
аналізі, і контролі без IL-12, тільки з антагоністом
або форболовим ефіром та IL-2 (Tucci et al., 1992).

Ізолюючі антагоністи є переважними антагоні-
стами IL-12 для використання відповідно до дано-
го винаходу. Серед ізолюючих антагоністів пере-
важними є антитіла, які нейтралізують активність
IL-12. Відповідно до даного винаходу переважним
є одночасне, послідовне або роздільне застосу-
вання інгібітору IL-18 з антагоністом IL-12. Антиті-
ло до IL-12 є переважним антагоністом IL-12 для
застосування у комбінації з інгібітором IL-18, так
само як похідні, фрагменти, райони і біологічно
активні частини даного антитіла. Інгібітор IL-18
може бути використаний одночасно, послідовно
або роздільно з інгібітором IL-12.

Крім того, інгібітор IL-18 може бути використа-
ний у комбінації з інгібіторами інших цитокінів, про
які відомо, що вони грають важливу роль у септи-
чному шоку, наприклад, IL-1, TNF, IL-8 і т.д., Di-
narello 1996 і Okusawa et al. 1988. Прикладом інгі-
бітору IL-1 є антагоніст рецептора IL-1, а
прикладом інгібітору TNF є розчинна частина ре-
цепторів TNFRI і TNFRII.

Термін «інгібітор цитокінів» у контексті даного
винаходу відноситься до будь-якої молекули, що
модулює продукування і/або дію вказаного цитокі-
ну (наприклад, інгібіторів ICE у випадку IL-1) таким
чином, що його продукування і/або дія ослаблю-
ється, зменшується або частково, по суті або по-
вністю запобігається або блокується.

Інгібітором продукування може бути будь-яка
молекула, яка негативно діє на синтез, процесинг
або дозрівання вказаного цитокіну. Інгібіторами,
що розглядаються відповідно до даного винаходу,
можуть бути, наприклад, супресори експресії гена
цитокіну, антисмислові мРНК, що зменшують або
запобігають транскрипції мРНК цитокіну, або рибо-
зими, що приводять до деградації мРНК, білки, що
порушують правильне укладання, або частково,
або по суті запобігають секреції вказаного цитокі-
ну, протеази, що деградують даний цитокін і т.п.

Антагоністи цитокінів виявляють свою актив-
ність декількома шляхами. Антагоністи можуть
зв'язуватися з самою молекулою цитокіну або мо-
жуть ізолювати молекулу цитокіну з достатньою
афінністю і специфічністю для часткової або по
суті повної нейтралізації епітопу або епітопів цито-
кіну, що відповідають за зв'язування рецептора
цитокіну (далі називаються "ізолюючими антагоні-
стами"). Ізолюючим антагоністом може бути, на-
приклад, антитіло, направлене проти цитокіну,
укорочена форма рецептора цитокіну (наприклад,
розчинний рецептор TNFRI і TNFRII у випадку
TNF), що містить позаклітинні домени рецептора
або його функціональні частини і т.д. Альтернати-
вно, антагоністи цитокінів можуть інгібувати шлях
передачі сигналу за участю цитокіну, який активу-
ється рецептором клітинної поверхні після зв'язу-
вання цитокіну (далі називаються "антагоністами
передачі сигналів"). Антагоніст може бути також
молекулою, яка зв'язує рецептор, але не здатна

запускати шлях передачі сигналу, що активується
після зв'язування даного цитокіну з вказаним ре-
цептором (наприклад, IL-l-Ra, Dinarello 1996). Всі
групи антагоністів застосовні, окремо або разом, у
комбінації з інгібітором IL-18, у терапії сепсису.

Інгібітор IL-18 може бути використаний одно-
часно, послідовно або роздільно з описаними ви-
ще інгібіторами цитокінів.

Даний винахід відноситься також до застосу-
вання експресуючого вектора, що містить кодуючу
послідовність інгібітору IL-18, у приготуванні лікар-
ського засобу для попередження і/або лікування
сепсису. Таким чином, генотерапевтичний підхід
використовується для лікування і/або попере-
дження даного захворювання. Вигідним чином,
експресія інгібітору IL-18 буде відбуватися потім in
situ, ефективно блокуючи IL-18 безпосередньо у
тканині (тканинах) або клітинах, уражених цим
захворюванням.

Застосування вектора для індукції і/або поси-
лення ендогенного продукування інгібітору IL-18 у
клітині, у нормі, що мовчить відносно експресії
інгібітору IL-18 або експресує кількості цього інгібі-
тору, які є недостатніми, також розглядається від-
повідно до даного винаходу. Цей вектор може міс-
тити регуляторні послідовності, функціональні у
клітинах, в яких бажано експресувати даний інгібі-
тор або IL-18. Такими регуляторними послідовнос-
тями можуть бути, наприклад, промотори або ен-
хансери. Потім ця регуляторна послідовність може
бути введена у правильний локус геному гомологі-
чною рекомбінацією для зв'язування таким чином
цієї регуляторної послідовності з геном, експресія
якого повинна бути індукована або посилена. Да-
ний спосіб звичайно називають «активацією ендо-
генного гена» (EGA), і він описаний, наприклад, у
WO 91/09955.

Даний винахід включає в себе також введення
генетично модифікованих клітин, які здатні проду-
кувати інгібітор IL-18, для лікування або попере-
дження сепсису.

Фахівцеві з кваліфікацією у даній області буде
зрозуміло, що можливим є також вимикання екс-
пресії IL-18 з використанням того ж самого спосо-
бу, тобто введенням елемента негативної регуля-
ції, наприклад, елемента, який індукує мовчання
гена, у локус гена IL-18, що приводить до знижен-
ня регуляції або припинення експресії IL-18. Особі
з кваліфікацією у даній області буде зрозуміло, що
таке зниження регуляції або індукування мовчання
експресії гена здійснює таку ж дію, що і застосу-
вання інгібітору IL-18 для попередження і/або ліку-
вання захворювання.

Вираз «фармацевтично прийнятний» означає
будь-який носій, що не впливає на ефективність
біологічної активності активного інгредієнта і не є
токсичним для хазяїна, в який його вводять. На-
приклад, для парентерального (наприклад, внут-
рішньовенного, підшкірного, внутрішньом'язового)
введення активний білок (активні білки) може бути
приготований в уніфікованій дозованій формі для
ін'єкції у таких носіях, як фізіологічний розчин, роз-
чин декстрози, розчин сироваткового альбуміну і
розчин Рінгера.
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Активні інгредієнти фармацевтичної композиції
даного винаходу можуть вводитися індивідууму
різними способами. Способи введення включають
інтрадермальний, трансдермальний (наприклад, у
випадку композицій повільного вивільнення), внут-
рішньом'язовий, внутрішньочеревинний, внутріш-
ньовенний, підшкірний, пероральний, епідураль-
ний, локальний та інтраназальний способи.

Може бути використаний будь-який інший те-
рапевтично ефективний спосіб введення, напри-
клад, абсорбція через епітеліальні або ендотеліа-
льні тканини або з використанням генотерапії, в
якій пацієнту вводять молекулу ДНК, що кодує
активний агент (наприклад, за допомогою векто-
ра), що викликає експресію і секрецію цього актив-
ного агента in vivo. Крім того, білок (білки) даного
винаходу може вводитися разом з іншими компо-
нентами біологічно активних агентів, такими як
фармацевтично прийнятні поверхнево-активні
речовини, ексципієнти, носії, розріджувачі та напо-
внювач.

Для парентерального (наприклад, внутрішньо-
венного, підшкірного, внутрішньом'язового) вве-
дення активний білок (активні білки) можуть бути
приготовані у вигляді розчину, суспензії, емульсії
або ліофілізованого порошку разом з фармацев-
тично прийнятним парентеральним наповнювачем
(наприклад, водою, фізіологічним розчином, роз-
чином декстрози) і домішками, які підтримують
ізотонічність (наприклад, маніт) або хімічну стабі-
льність (наприклад, консерванти або буфери).
Готову форму стерилізують способами, що зви-
чайно використовуються для цього.

Біодоступність активного білка (активних біл-
ків) даного винаходу може бути також поліпшена з
використанням процедур кон'югації, які збільшують
напівперіод існування молекули у тілі людини, на-
приклад, зв'язуванням цієї молекули з поліетилен-
гліколем, як описано у патентній заявці РСТ WO
92/13095.

Терапевтично ефективні кількості активного
білка (активних білків)  будуть залежати від бага-
тьох змінних,  у тому числі від типу антагоніста,
афінності антагоніста відносно IL-18, будь-якої
залишкової цитотоксичної активності, що виявля-
ється даними антагоністами, способу введення,
клінічного стану пацієнта (у тому числі від бажано-
сті підтримки нетоксичного рівня активності ендо-
генного IL-18).

«Терапевтично ефективною кількістю» є така
кількість, при введенні якої інгібітор IL-18 приво-
дить до інгібування біологічної активності IL-18.
Доза, що вводиться у вигляді єдиної дози або
множинних доз індивідууму, буде варіюватися в
залежності від великої кількості факторів, у тому
числі від фармакокінетичних властивостей інгібі-
тору IL-18, способу введення, стану і характерис-
тик (статі, віку, ваги тіла, здоров'я, росту) пацієнта,
ступеня симптомів, супутніх лікувальних заходів,
частоти введення і бажаного ефекту. Корекція і
маніпулювання відносно встановлених діапазонів
доз знаходяться повністю у компетенції фахівців з
кваліфікацією у даній області, як і способи визна-
чення in vitro та in vivo інгібування IL-18 у індивіду-
ума.

Відповідно до даного винаходу, інгібітор IL-18
може вводитися профілактично або терапевтично
індивідууму, який потребує цього, перед застосу-
ванням інших програм лікування або агентів, од-
ночасно або послідовно з іншими програмами лі-
кування або агентами (наприклад, схемами
лікування множинними лікарськими засобами) у
терапевтично ефективній кількості, зокрема, з інгі-
бітором IL-12 і/або інгібітором IL-1, антагоністом
інтерферону і TNF. Активні агенти, які вводять
одночасно з іншими терапевтичними агентами,
можуть вводитися у тих же самих або в інших ком-
позиціях.

Далі, даний винахід відноситься до способу
приготування фармацевтичної композиції змішу-
ванням ефективної кількості інгібітору IL-18 і/або
інгібітору IL-12, і/або інгібітору IL-1, антагоніста
інтерферону, і/або TNF з фармацевтично прийня-
тним носієм.

Після опису даного винаходу він буде більш
зрозумілим при посиланні на наступні приклади,
які приведені як ілюстрація і не призначені для
обмеження даного винаходу.

Приклад 1 Рівні IL-18BPa та IL-18 сироватки
здорових індивідуумів і пацієнтів з сепсисом

Вимірювання специфічних циркулюючих у
кровотоці цитокінів і їх природних інгібіторів у здо-
рових і хворих індивідуумів забезпечує інформа-
цію про їх участь у прогресуванні та ступені тяжко-
сті захворювання. Як згадувалося у розділі
передумов винаходу, одним з ключових медіаторів
сепсису є IFN-γ. Оскільки IL-18 є ко-індуктором
IFN-γ, проводили моніторинг рівня IL-18 і його при-
родного інгібітору, сплайсингового варіанта IL-
18BPa, у пацієнтів з сепсисом і порівнювали з рів-
нями,  що виявляються у здорових суб'єктів,  з ви-
користанням специфічних аналізів ELISA (приклад
3).

Рівні IL-18 і IL-18BPa у здорових суб'єктів
Середній рівень IL-18 у 107 здорових донорів

був 64 ± 17 пг/мл, як виміряно з використанням
ECL-аналізу (електрохемілюмінесцентного аналі-
зу) (Pomerantz et al. 2001). ECL-аналіз випробову-
вали на інтерференцію (перешкоди), що виклика-
ються спорідненими білками. Було виявлено, що
на нього не впливала присутність зрілого IL-1β або
пpo-IL-1β, тоді як пpo-IL-18 був перехреснореакти-
вним. Таким чином, 20% зрілого IL-18, що детекту-
ється, у пробах сироватки людини у даному дослі-
дженні можуть бути npo-IL-18. IL-18BPa при
концентрації ≤160 нг/мл не впливав на ECL-аналіз
IL-18.

Рівні IL-18BPa визначали у сироватці із 107
здорових індивідуумів з використанням ELISA
(приклад 3). Рівні IL-18BPa були у діапазоні від 0,5
нг/мл до такої високої величини,  як 7  нг/мл,  при
середній величині, що складає 2,15 ± 0,15 нг/мл
(фіг. 1).

Оскільки як IL-18, так і IL-18BPa спільно прису-
тні у сироватці, деяка частина IL-18 може бути
присутньою у комплексі з IL-18BPa. Рівень вільно-
го IL-18 розраховували на основі середнього рівня
загального IL-18 (2,15 нг/мл). Вільний IL-18 визна-
чали відповідно до закону дії мас. Розрахунок ба-
зувався на наступних параметрах: концентрації
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загального IL-18, визначені за допомогою ECL-
аналізу; концентрація загального IL-18BPa, визна-
чена за допомогою ELISA; стехіометрія 1:1 у ком-
плексі IL-18BPa та IL-18 і константа дисоціації (Kd),
що складає 0,4 нМ (Novick et al. 1999 і Kim et al.
2000). У рівноважній системі L+R↔LR, де L являє
собою IL-18, a R являє собою IL-18BP, застосовні
наступні рівняння:

Kd=[LR]/[Lвільн][Rвільн]
Lвільн=Lзаг-LR
Rвільн=Rзаг-LR
За допомогою підставлення: Lзаг=64±17 пг/мл

(середній рівень), Rзаг=2,15±0,15 нг/мл (середнє) і
Kd=0,4 нМ, було знайдено, що у здорових суб'єктів
приблизно 51,2 пг/мл IL-18 (близько 80% від зага-
льної кількості) знаходиться у його вільній формі.

Рівні IL-18 та IL-18BPa у пацієнтів з сепсисом
Рівні IL-18 та IL-18BPa визначали у 192 пробах

сироваток з 42 пацієнтів з сепсисом відразу ж піс-
ля госпіталізації і під час госпіталізації. Рівні як IL-
18, так і IL-18BPa були значимо більш підвищени-
ми у пацієнтів з сепсисом у порівнянні із здорови-
ми суб'єктами (фіг.2А), і спостерігався широкий
розкид величин (фіг.2В).

Крім того, ці рівні були навіть більш високими у
даних пацієнтів у день госпіталізації, показуючи
22-разове збільшення у рівні IL-18 у порівнянні із
здоровими індивідуумами (1,5±0,4 нг/мл проти
0,064±0,17 нг/мл) і 13-разове збільшення у рівні IL-
18BPa (28,6±4,5 нг/мл проти 2,15±0,15 нг/мл,
фіг.2А). Не змогли спостерігати статистично зна-
чимої кореляції між рівнями креатиніну і концент-
раціями або IL-18, або IL-18BPa у даних сироват-
ках (яка оцінюється за допомогою оцінки APACHE
II Knaus et al. (1993)), що припускає, що підвищені
рівні IL-18 і IL-18BPa у даних пацієнтів не були
обумовлені нирковою недостатністю.

Оскільки рівні IL-18 та IL-18BPa у сироватці
пацієнтів з сепсисом значно варіювали (фіг.2В),
розраховували рівні вільного IL-18 у сироватці в
індивідуальних пробах. Дані розрахунки проводи-
ли, як описано раніше, з використанням тих же
самих трьох рівнянь і підставленням у них величин
Kd,  L3ar,  R3ar, одержаних експериментально. Ці
розрахунки показують, що IL-18BPa зменшував
рівень вільного IL-18 у більшості пацієнтів (фіг.З).
Помітно, що цей ефект був особливо сильним,
коли загальний IL-18 був дуже високим. Напри-
клад, у двох пацієнтів сироватковий IL-18 досягав
величини 0,5 нМ (10 нг/мл), 150-разового збіль-
шення у порівнянні зі здоровими індивідуумами.
Однак, з врахуванням зв'язування з циркулюючим
IL-18BPa (27 нг/мл і 41,2 нг/мл) рівень вільного IL-
18 у даних двох пацієнтів падав на 78% і 84%, від-
повідно (фіг.3).  Таким чином,  велика частина си-
роваткового IL-18 блокується циркулюючим у кро-
вотоці IL-18BPa. І все-таки, відповідно до цих
розрахунків, вільний IL-18, що залишився, є все
ще більш високим,  ніж IL-18,  який виявляється у
здорових індивідуумів. Таким чином, очікується,
що введення екзогенного IL-18BPa пацієнтам з
сепсисом додатково знижує рівень вільного цирку-
люючого у кровотоці IL-18, викликаючи ослаблен-
ня кінця захворювання.

Приклад 2 Дія IL-18BPa на S. epidermidis-
індуковане продукування IFN-γ у клітинах, що при-
сутні у пробах цільної крові із здорових суб'єктів

Як згадувалося у розділі передумов винаходу,
відомо, що грампозитивна бактерія Staphylococcus
epidermidis викликає сепсис. Відбувається індукція
цитокінів, наприклад, IL-1, IFN-γ і TNF-α, які є клю-
човими медіаторами для даної патології. Оскільки
IL-18 є ко-індуктором IFN-γ, випробовували дію
його інгібування на індукцію IFN-γ Staphylococcus
epidermidis. IL-18BPa, що використовується як інгі-
бітор IL-18, був рекомбінантним міченим гістиди-
ном варіантом, що продукується у клітинах СНО.

0,5 мл крові змішували у круглодонних полі-
пропіленових пробірках 12x75 мм на 5 мл (Falcon,
Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NL) з 0,5
мл середовища для вирощування RPMI (Cellgro
Mediatech, Hendon, VA, доповненого 10 мМ L-
глутаміну, 100 Е/мл пеніциліну, 100 мкг/мл стреп-
томіцину і 10% ФТС [Gibco BRL, Grand Island, NY]),
що містить S. epidermidis (з АТСС) з IL-18BP або
без IL-18BP. Проби інкубували при 37°С (5% СО2)
протягом 48 годин з подальшою обробкою Трито-
ном Х-100 (Bio-Rad Laboratories, Richmond, С А)
при кінцевій концентрації 5% для лізису клітин,
присутніх у пробі цільної крові. Пробірки, що міс-
тять дані проби, перевертали декілька разів, доки
проба крові не набувала прозорого вигляду. Кон-
центрацію IFN-γ у цих лізованих пробах крові, яка
являла собою як внутрішньоклітинний, так і секре-
тований цитокін, вимірювали електрохемілюмінес-
ценцією (ECL), як описано Pomerantz et al. (2001).

Для даного дослідження використовували су-
цільну кров здорових некурящих добровольців.
Кров брали венепункцією і зберігали у гепаринізо-
ваних пробірках. S. epidermidis розмножували в
інфузійному бульйоні для головного мозку-серця
протягом 24 годин, промивали в апірогенному со-
льовому розчині і кип'ятили, як описано Aiura et al.
(1993). Концентрацію вбитих нагріванням бактерій
доводили до 10 бактеріальних клітин на один лей-
коцит (WBC).

Результати, приведені на фіг.4, показують, що
IL-18BPa здатний інгібувати індукцію IFN-γ S. epi-
dermidis.

Оскільки відомо, що IFN-γ костимулюється IL-
18 та IL-12, досліджували дію комбінації IL-18BPa і
специфічних антитіл проти IL-12 (mAb проти IL-12
людини 11.5.14. Preprotech, Rocky Hill, NY) на інду-
кцію IFN-γ, що викликається S. epidermidis. Дану
індукцію тестували у присутності 125 нг/мл IL-
18BPa (міченого гістидином IL-18BPa, що продуку-
ється у клітинах COS і очищеного на talon-колонці,
як описано Novick et al. 1999) і 2,5 мкг/мл антитіла,
специфічного відносно IL-12 людини. Результати,
показані на фігурі 5, припускають, що специфічні
антитіла проти IL-12 стимулюють інгібіторну дію IL-
18BPa на індукцію IFN-γ S. epidermidis.

Приклад 3
Розробка 1L-18ВР-спецкфічного тесту ELISA
ELISA містив два антитіла проти IL-18BPa:

мишаче моноклональне антитіло mAb 582.10, суб-
клон mAb 582, описаний у прикладі 4, як захоплю-
юче антитіло і кроляче поліклональне антитіло для
детектування (приклад 4). Мікротитраційні 96-
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ямкові планшети ELISA (Maxisorb; Nunc A/S,
Roskilde, Denmark) покривали анти-ІL-18ВРа mAb
№ 582.10 (субклоном mAb 582, 4 мкг/мл у ФСБ)
протягом ночі при 4°С. Дані планшети промивали
ФСБ, що містить 0,05% Твін 20 (промивальним
розчином), і блокували (2 год., 37°С) вихідним роз-
чином БСА (KPL, Geithersburg, MD), розведеним
1:10 у воді. Вихідний розчин БСА розводили 1:15 у
воді (розріджувач) для розведення всіх проб, що
випробовуються, і детектуючого антитіла. Проби
сироватки розводили щонайменше 1:5 у цьому
розріджувачі та аліквоти по 100 мкл додавали в
ямки. Високоочищений rIL-18BPa (одержаний у
клітинах СНО і очищений імуноафінно з викорис-
танням білок G-очищеного моноклонального анти-
тіла mAb № 430, специфічного відносно IL-18BP,
показаного у таблиці 1 прикладу 4) розводили за
допомогою 7 серійних 2-разових розведень (4 -
0,062 нг/мл) і додавали у кожний планшет ELISA
для одержання стандартної кривої. Дані планшети
інкубували протягом 2 годин при 37°С і промивали
3 рази промивальним розчином. Додавали кроля-
чу анти-IL-18ВРа-сироватку (1:5000 у розріджувачі,
100 мкл на ямку) і планшети додатково інкубували
протягом 2 годин при 37°С. Планшети промивали
3 рази, додавали кон'югат козячі анти-кролячі ан-
титіла-пероксидаза хрону (HRP, Jackson Immu-
noResearch Labs, 1:10000 у ФСБ, 100 мкл на ямку),
і планшети інкубували протягом 1  години при
37°С. Дані планшети промивали 3 рази і виявляли
додаванням субстрату для пероксидази OPD (о-
фенілендіаміндигідрохлоридні таблетки, Sigma) і
витримували протягом 30 хвилин при кімнатній
температурі. Реакцію зупиняли 3 н НС1 (100 мкл), і
оптичну щільність при 492 нм визначали ELISA-
рідером. OD представляли у вигляді графіка як
функцію концентрації IL-18ВРа, і спостерігали лі-
нійний характер кривої у діапазоні 0,12-2,00 нг/мл
IL-18ВРа(фіг.6).

Стандартна крива IL-18BPa за відсутності си-
роватки або у присутності до 20% сироватки лю-
дини залишалася однією і тією ж. Оскільки IL-
18BPa зв'язує IL-18 з дуже високою афінністю,
було необхідно визначити, чи розрізняє аналіз
ELISA  між вільним і зв'язаним IL-18BPa.  Було ви-
явлено, що IL-18 заважає ELISA IL-18, однак це

втручання в аналіз є незначущим у пробах сиро-
ватки. У 90% пацієнтів з сепсисом рівні IL-18 у си-
роватці були нижче 4 нг/мл (див. нижче). Такі про-
би сироватки мали підвищений IL-18BPa, так що
було потрібне розведення їх у 5-20 разів перед
вимірюванням IL-18BPa. При таких розведеннях
перешкоди IL-18 були менше 10% (фіг.7). Інші
споріднені цитокіни, у тому числі пpo-IL-18, що
використовується при 10-разовому молярному
надлишку відносно IL-18BPa, a також 200-разовий
надлишок зрілого IL-1β, не заважали у цьому ана-
лізі.

Найбільш представленою ізоформою IL-18BP
людини є IL-18BPa,  тоді як ізоформи Ь,  с і d  є мі-
норними сплайсинговими варіантами (Novick et al.
1999 і Kim et al. 2000). IL-18BPa виявляє найвищу
афінність відносно IL-18 (Kim et al. 2000). Афін-
ність IL-18BPc відносно IL-18 є у 10 разів нижчою,
тоді як ізоформи b і d не зв'язують або не нейтра-
лізують IL-18. Таким чином, було важливо визна-
чити перехресну реактивність IL-18BPa в ELISA з
іншими ізоформами IL-18BP. Як показано на фіг.8,
IL-18BPc людини генерував у 10 разів нижчий сиг-
нал у розрахунку на вагу у порівнянні з IL-18BPa
людини, тоді як ізоформи IL-18BP людини b і d
давали незначущий сигнал у цьому аналізі ELISA.

Приклад 4 Одержання специфічних анти-ІЕ-
18ВР-антитіл

Кролика ін'єктували rIL-18BPa-His6 для гене-
рування поліклональних антитіл.

Для одержання моноклональних антитіл самок
мишей Balb/C ін'єктували 5 разів 10 мкг рекомбі-
нантного міченого гістидином IL-18BPa (rIL-18BPa-
His6). Миші, яка виявляє найвищий титр, що ви-
значається оберненим радіоімуноаналізом (IRIA,
приклад 5) або твердофазовим RIA (sRIA, приклад
5), вводили кінцеву бустер-ін'єкцію внутрішньоче-
ревинно за 4 або за 3 дні перед злиттям. Лімфоци-
ти одержували з селезінки,  і виконували злиття з
мієломними клітинами NSO/1. Гібридоми, які, як
було виявлено, продукують антитіла до IL-18ВРа,
субклонували способом лімітуючого розведення.
Одержані клони аналізували за допомогою IRIA
(приклад 5). Репрезентативні гібридоми показані у
таблиці 1.

Таблиця 1

Репрезентативні гібридоми, що продукують анти-ІL-18ВРа

№ mAb IRIA1 (імп/хв) sRIA2 (імп/хв)
148 23912 7941
297 1652 6483
369 316 12762
430 6887 3254
433 1009 15300
460 3199 4326
485 400 13010
582 15000 17897
601 1046 1928



27 85531 28

1 Планшети, покриті козячими антимишачими
антитілами, і гібридоми, що детектуються 125I-IL-
18BPa.

2 Планшети, покриті IL-18BP сечі, та гібридо-
ми, що детектуються козячими антимишачими 125І-
антитілами.

Гібридоми, що секретують антитіла, направ-
лені проти гістидинової мітки, викидали. Антитіла
додатково характеризували за допомогою sRIA по
їх здатності пізнавати IL-18BP, що зустрічається у
природі (очищений з сечі). Характеристики зв'язу-
вання декількох позитивних гібридом показані у
таблиці 1. Гібрідоми № 148, 430, 460 і 582 були
позитивними з обома IL-18BP, рекомбінантним і
виділеним з сечі IL-18BP. Одержували антитіла,
придатні для Вестерн-блотингу, імунопреципітації,
імуноафінного очищення і для розробки специфіч-
них ELISA. Позитивні клони, що продукують спе-
цифічні антитіла проти IL-18BP, ін'єктували у ми-
шей Balb/C, заздалегідь праймованих пристаном
(2,6,10,14-тетраметилпентадеканом), для одер-
жання асцитів. Ізотипи даних антитіл визначали з
використанням ELISA з антитілом проти мишачого
IgG (Amersham-Pharmacia Biotech). Для збирання
ІЬ-18ВР-специфічного ELISA (приклад 3) викорис-
товували mAb 582, яке було високо реактивним з
рекомбінантним і природним IL-18BP (таблиця 1).

Антитіла випробовували за допомогою sRIA у
присутності IL-18 (приклад 5) на їх здатність пізна-
вати комплекс IL-18BPa з IL-18. Більшість антитіл
не були здатні пізнавати IL-18BP, коли він був у
комплексі з IL-18. Таким чином, дані антитіла, оче-
видно, направлені проти лігандзв'язувального до-
мену IL-18BPa.

Приклад 5
Радіоімуноаналізи для детектування клітинних

клонів, що продукують антитіло проти IL-18BP
Обернений радіоімуноаналіз (IRIA)

Мікротитраційні планшети з PVC (Dynatech
Laboratories, Alexandria, VA) покривали протягом
ночі при 4°С афінно очищеними козячими анти-
мишачими F(аЬ')2-антитілами (10 мкг/мл, 100 мкл
на ямку; Jackson ImmunoResearch Labs). Потім
планшети промивали двічі ФСБ, що містить 0,05%
Твін 20 (промивальним розчином), і блокували
БСА (0,5% у промивальному розчині) протягом 2
годин при 37°С. Додавали культуральні суперна-
танти гібридом (100 мкл на ямку), і планшети інку-
бували протягом 2 годин при кімнатній температу-
рі. Планшети промивали три рази, у кожну ямку
додавали 125I-rIL-18BPa-His6 (105 імп/хв у 100 мкл),
і планшети інкубували протягом 5 годин при 22°С.
Потім планшети промивали три рази, і окремі ямки
підраховували у гамма-лічильнику. Гібридоми, що
генерують супернатанти, які виявляли зв'язану
радіоактивність при рівнях, у 5 разів вищих, ніж
негативний контроль, розглядалися як позитивні.

Твердофазовий RIA CsRIA)
rIL-18BPa (5 мкг/мл) використовували як анти-

ген, що захоплюється, і козячі антимишачі 125І-
антитіла (100 мкл, 105 імп/хв) використовували
для детектування. Блокування і промивання вико-
нували, як описано вище. Позитивні клони додат-
ково піддавали скринінгу за допомогою sRIA на їх

здатність пізнавати IL-18ВР, виділений з концент-
рованої сечі людини (Novick et al. 1999). Мікротит-
раційні планшети покривали IL-18BP сечі (1
мкг/мл), афінно очищеним за допомогою ліганду,
блокували і промивали, як описано вище. Супер-
натанти гібридом (100 мкл) додавали, і детекту-
вання виконували з використанням козячих анти-
мишачих 125І-антитіл (105 імп/хв у 100 мкл).

sRIA для антитіл, специфічних відносно ліган-
дзв'язувального сайту IL-18BP

Мікротитраційні планшети покривали або ви-
діленим з сечі IL-18BP (0,5 мкг/мл), або rIL-18BPa
(5  мкг/мл),  блокували і промивали,  як у sRIA.  До-
давали рекомбінантний IL-18 людини (50 мкл) до
кінцевої концентрації 1,5 мкг/мл (15 хвилин при
кімнатній температурі) з подальшим додаванням
супернатантів гібридом (50 мкл). Детектування
виконували з використанням козячих антимишачих
125І-антитіл (105 імп/хв у 100 мкл, 2 години при кім-
натній температурі).

Приклад 6 Вміст міокардіального IL-18 після
LPS

Припускалося, що TNFα і IL-1β беруть участь у
дисфункції серця під час сепсису. Оскільки IL-18 є
прозапальним цитокіном, який, як відомо, опосе-
редковує продукування TNFα і IL-1β, досліджували
концентрацію IL-18 при LPS-індукованій дисфункції
серця.

Мишей обробляли або носієм (фізіологічним
розчином), або LPS. Серця збирали через 2, 4 і 6
годин після введення LPS і гомогенізували для
визначення вмісту міокардіального IL-18 за допо-
могою ELISA (з набором, купленим у R&D Systems
(Minneapolis MN)). Результати на фіг.9 показують
дворазове збільшення вмісту IL-18 у міокарді че-
рез 4 години після введення LPS, що вказує на те,
що IL-18 бере участь у дисфункції серця під час
сепсису.

Приклад 7 Ефект нейтралізації IL-18 на LPS-
індуковану дисфункцію міокарда

У попередньому прикладі було виявлене збі-
льшення вмісту IL-18 при дисфункції серця, інду-
кованій LPS. Таким чином, оцінювали ефект нейт-
ралізації IL-18 на LPS-індуковану дисфункцію
міокарда.

Функцію міокарда визначали ізоволюметрич-
ним, нерециркулюючим способом Лангендорфа,
описаним раніше (Meng et al. 1998). Виділені серця
перфузіювали нормотермічним розчином Кребса-
Хензелайта, що містить 11,0моль/л глюкози, 1,2
моль/л СаСl2, 4,7 моль/л КСl, 25 моль/л NaHCO3,
119моль/л NaCl, 1,17 моль/л MgSO4 і 1,18 моль/л
КН2РО4. Балонний катетер з латексу вставляли у
лівий шлуночок через ліве передсердя і наповню-
вали водою для одержання кінцевого діастолічно-
го тиску лівого шлуночка (LVEDP)  10  мм рт.  ст.
Дроти, що задають ритм, приєднували до правого
передсердя, і серця електростимулювали при 300
скороченнях за хвилину. Коронарний кровотік ви-
значали кількісно збиранням ефлюенту з легене-
вих артерій. Температуру міокарда підтримували
при 37°С. Тиск, що розвинувся, у лівому шлуночку
(LVDP), його перші похідні (+dP/dt, -dP/dt) і кінце-
вий діастолічний тиск у лівому шлуночку (LVEDP)
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безперервно реєстрували комп'ютеризованим чу-
тливим до тиску підсилювачем-дигітайзером
(Maclab 8, AD Instrument, Cupertino, CA). Після 20-
хвилинного періоду урівноважування визначали
LVDP і +/-dP/dt при рівнях LVEDP, що варіюються,
лівого шлуночка, (10, 15 і 20 мм рт. ст.)

Після введення LPS тиск, що розвинувся, ліво-
го шлуночка (LVDP) зменшувався на 38% у порів-
нянні з контролями (фізіологічним розчином) (36,3
+/-1,9 мм рт. ст. проти 59,1 +/- мм рт. ст., Р<0,001,
фіг. 10). Передобробка мишей за 30 хвилин до
введення LPS нормальною сироваткою кроликів
(NRS) мала мінімальний вплив на LPS-індуковану
дисфункцію серця; однак, передобробка нейтралі-
зуючим IL-18 антитілом припиняла дисфункцію
(фіг. 10). Коронарний кровотік не відрізнявався між
даними групами (не показано).

Дані результати показують, що нейтралізація
IL-18 захищає проти LPS-індукованої дисфункції
міокарда.
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