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Даний винахід загалом відноситься до області 
неврологічних хвороб і розладів. Зокрема винахід 
відноситься до нейродегенеративних захворю-
вань, нейропротекції, мієлінізації нервів і утворен-
ню клітин, які продукують мієлінову оболонку. 
Більш конкретно, даний винахід передбачає за-
стосування химер II.6RIL6 для виробництва лікар-
ською препарату для лікування неврологічних хво-
роб і розладів, особливо для нейропротекції і для 
лікування демієлінізуючих хвороб і посилення ре-
генерації нервів. 

Мієлінізація нервів є найважливішим процесом 
в формуванні і функціонуванні відділів централь-
ної нервової системи (ЦНС) і периферичної нер-
вової системи (ПНС). Мієлінова оболонка, що ото-
чує аксон, необхідна для правильного проведення 
електричних імпульсів по нервах. Втрата мієліну 
походить при ряді захворювань, серед яких неу-
важний склероз (НС), що впливає на ЦНС синдром 
Гійєна-Барре, хронічна запальна демієлінізуюча 
полінейропатія (ХЗДН) і інші захворювання [дивись 
Abramsky and Ovadia, 1997; Trojaborg, 1998, 
Hartung et al., 1998];. Незважаючи на різні етіологі-
чні причини, такі як інфекційні патогени або аутоі-
мунні атаки, всі демієлінізуючі захворювання ви-
кликають втрату неврологічних функцій і можуть 
привести до паралічу і смерті. Хоч терапевтичні 
засоби, що є в цей час знижують запальні атаки 

при НС і сповільнюють розвиток хвороби, існує 
необхідність в розробці терапії, яка може приводи-
ти до ремієлінізації і відновленню неврологічних 
функцій [Abramsky and Ovadia, 1997, Pohlau et al., 
1998]. 

Синтез мієліну є функцією спеціалізованих глі-
альних клітин: олігодендроцитів в ЦНС і мієлінізу-
ючих шванновських клітин в ПНС. Вказані два типи 
клітин в їх повністю диференційованому стані мо-
жна назвати мієлінізуючими клітинами. Мієлін яв-
ляє собою ліпідну мембранну структуру, що міс-
тить ряд різних білків. Основні білки мієліну (МБР) 
представляють головні компоненти (30%) білків 
мієліну ЦНС, а також ПНС. Експресія генів МБР і 
інших генів, що кодують різні білки мієліну – (на-
приклад, РО, РМР-22, MAG в ПНС, PLP, MOG в 
ЦНС), включається під час термінального дифере-
нціювання олігодендроцитів і мієлінізуючих шван-
новських клітин. Джерелом походження цих клітин 
є ембріональний нервовий гребінець (Fraser, 
1991), з якого вони мігрують і зазнають диферен-
ціювання, яке протікає в декілька стадій. У розви-
ток шванновських клітин (SC), мабуть, залучено 
три основних стадії: 1) утворення попередників 
(pSC) з мігруючих клітин; 2) проліферація і перет-
ворення в ембріональні SC (eSC), експресуючі 
білок S100; 3) постнатальне термінальне дифере-
нціювання частини популяції eSC в мієлінізуючі 
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SC, які експресують МБР і інші білки мієліну 
[Kioussi and Gruss, 1996]. Клітини, мігруючі з нер-
вового гребінця, дають початок не тільки pSC, але 
також сенсорним і симпатичним нейронам, кліти-
нам гладкої мускулатури і клітинам, які досягають 
шкіри і волосяних фолікулів і стають пігментова-
ними меланоцитами. На долю клітин нервового 
гребінця впливають різні індукуючі фактори: ди-
ференціювання в гліальні клітини, в нейрони і м'я-
зи активується неурегулінами, такими як гліальний 
фактор росту (GG.F), ВМР2/4 і TGF-β, відповідно 
[Andersen, 1997]). Диференціювання в меланоцити 
може активуватися факторами росту, такими як 
bFGF або PDGF або SDF [Stocker et al., 1991; 
Anderson, 1997]. 

Завершальне диференціювання попередників 
шванновських клітин і олігодендроцитів в активно 
мієлінізуючі клітини і сама мієлінізація, мабуть, 
залежать від сигналів, що генеруються при взає-
модії між аксонами нейронів і гліальними клітина-
ми [Lemke and Chao, 1988; Trapp et al., 1988]. Коли 
уривається контакт між аксоном і шванновськими 
клітинами, як, наприклад, після пошкодження нер-
ва, клітини повертаються в немієлінізуючий стан, і 
експресія генів білків мієліну втрачається [Jessen 
and Mirsky, 1991]. Щоб зуміти стимулювати мієліні-
зацію або ремієлінізацію після нервового захворю-
вання або травми, надзвичайно важливо ідентифі-
кувати фактори, які здатні індукувати синтез 
мієліну. 

Пошкодження ЦНС, індуковане гострими інсу-
льтами, включаючи травму, гіпоксію і ішемію, може 
впливати як на нейрони, так і на білу речовину. 
Хоч найбільша увага приділялася процесам, що 
приводять до загибелі нейронів, зростаюча кіль-
кість даних свідчить про те, що пошкодження олі-
годендроцитів, які мієлінізують аксони, також є 
характерною складовою пошкодження ЦНС. Так, 
патологія олігодендроцитів була продемонстрова-
на в дуже ранній фазі після ішемії головного мозку 
(3 години) у пацюків, свідчачи про те, що ці клітини 
навіть більш вразливі до ексцитотоксичних подій, 
чим нейронні клітини [Pantoni et al. 1996]. Одним з 
потенційних кандидатів, що опосередковують за-
гибель клітин, є помітне підвищення концентрації 
глутамату, яке супроводжує багато які гострі пош-
кодження ЦНС [Lipton et al. 1994]. Дійсно, виявили, 
що навіть крім нейронів олігодендроцити експре-
сують функціональні рецептори глутамату, що 
відносяться до підтипу АМРА/каїнату. Крім того, 
олігодендроцити виявляють високу вразливість до 
застосування глутамату [McDonald et al. 1998]. 

Нейрегуліни, такі як GGF, які діють на ембріо-
нальні попередники шванновських клітин, також є 
факторами виживання, росту і дозрівання постна-
тальних олігодендроцитів і шванновських клітин в 
пошкоджених нервах, і GGF є одним з мітогенних 
факторів, що надаються контактом аксона [Toplico 
et al., 1996]. Рекомбінантний hGGF2 може посилю-
вати ремієлінізацію при тривалому введенні в мо-
делі неуважного склерозу у мишей [Cannela et al., 
1998] або в роздробленому периферичному нерві 
[Chen et al, 1998]. Іншим цитокіном, який індукуєть-
ся в шванновських клітинах контактом аксона, є 
циліарний нейротрофічний фактор CNTF [Lee et 
al., 1995]. Було показано, що CNTF, а також фак-

тор, що інгібує лейкемію (LIF). стимулюють вижи-
ваність олігодендроцитів оптичного нерва, що ку-
льтивуються in vitro з bFGF або PDGF, і збільшу-
ють кількість олігодендроцитів, які експресують 
МБР, в цих культурах [Mayer et al, 1994]. Однак 
при додаванні до гліальних клітин-попередників 
CNTF і LIF, мабуть, переважно сприяють дифере-
нціюванню астроцитів і індукують експресію мар-
кера GFAP астроцитів, тоді як на олігодендроцити 
вони надають в основному дію, пов'язану з вижи-
ваність, надаючи при цьому невеликий вплив на 
рівень експресії гена МБР [Kahn and De Vellis, 
1994, Bonni et al, 1997]. Проте, комбінації CNTF з 
нейротрофічним фактором, отриманим з головно-
го мозку, BNDF, поліпшують відновлення пошко-
дженого периферичного сідничного нерва [Ho et al, 
1998]. 

CNTF i LIF є цитокінами, діючими через зага-
льну рецепторну систему, яка включає в себе ре-
цептор LIF (LIFR) і ланцюг gp130, останній також с 
частиною рецепторного комплексу інтерлейкіну-6 
(IL-6) [Ip et al., 1992]. Тому CNTF і LIF є частиною 
IL-6-сімейства цитокінів. У випадку CNTF і LIF сиг-
нальна трансдукція здійснюється за допомогою 
димеризації LIFR з gp130, тоді як у випадку з IL-6 
сигнал генерується за допомогою димеризації 
двох ланцюгів gp130 (Murakami et al., 1993). Для 
того, щоб зв'язати gp130,1L-6 утворює комплекс з 
ланцюгом рецептора IL-6, який існує на певних 
клітинах у вигляді трансмембранного білка gp80, 
але розчинна форма якого також може функціону-
вати як агоніст IL-6 коли доставляється із зовніш-
ньої ' "сторони клітини [Taga et al, 1989, Novick et 
al, 1992]. При злитті повних кодуючих районів 
кДНК, що кодують розчинний рецептор IL-6 (sIL-
6R) і IL-6, рекомбінантну химеру IL6RIL6 можна 
продукувати в клітинах СНО [Chebath et al., 1997, 
WO99/02552]. Вказана химера IL6RIL6 володіє 
підвищеною біологічною активністю і зв'язується in 
vitro з ланцюгом gp130 з набагато більшою ефек-
тивністю, ніж суміш IL-6 з sIL-6R (Kollet et al., 1999). 

Оглядовий аналіз ефектів IL-6 на клітини 
центральної і периферичної нервової системи сві-
дчить про те, що цитокін може надавати захисну 
дію на нервові клітини, а також бере участь в за-
пальних нейродегенеративних процесах [Gadient 
and Often, 1997, Mendel et al, 1998]. CNTF і LIF 
були набагато більш активними при дії на гліальні 
клітини, ніж IL-6, при стимуляції диференціювання 
астроцитів, і не спостерігалося дії на клітини, іца 
продукують білки мієліну [Kahn and De Vellis, 
1994]. Було виявлено, що IL-6 запобігає індукова-
ній глутаматом загибелі клітин в гіпокампі [Yamada 
et al., 1994], а також стріарних нейронів [Toulmond 
et al., 1992]. Механізм нейропротекції IL-6, направ-
леної проти токсичності, що викликається KMDA, 
селективним агоністом рецепторів глутамату 
NMDA-підтипу, ще не відомий. Дійсно було вияв-
лене, що IL-6 посилює опосередковане NMDA під-
вищення внутрішньоклітинного вмісту кальцію. У 
трансгенних мишей, що експресують більш високі 
рівні як IL-6, так і розчинного IL-6R (sIL-6R), спо-
стерігали прискорену регенерацію нервів після 
пошкодження під'язичного нерва, як показане рет-
роградним міченням ядер під'язичного нерва в 
головному мозку (Hirota et al, 1996). У вказаній 
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роботі при доданні IL-6 і sIL-6R до культур клітин 
гангліїв дорсальних корінців (DRG) показане під-
вищене подовження нейритів нейронів, але не 
повідомлялося про дію на мієлінізуючі клітини. 

У світлі представлених вийде даних не було 
показано, що CNTF/LIF або суміш IL-6 і sIL-6R ін-
дукують термінальне диференціювання гліальних 
клітин в мієлінізуючі клітини. Однак, як підкреслено 
вище, стимуляція ' Диференціювання мієлінізую-
чих клітин мала б величезну цілющу дію для паці-
єнтів, страждаючих демієлінізуючими або нейро-
дегенеративними захворюваннями. 

Цитування якого-небудь документа в даній ро-
боті не означає визнання того, що такий документ 
відноситься до попереднього рівня техніки або 
матеріалів, що обговорюються відносно патенто-
спроможності якого-небудь пункту формули вина-
ходу даної заявки. Будь-яке твердження відносно 
змісту або дати будь-якого документа засноване 
на інформації, доступній заявникам під час подачі 
заявки на видачу патенту, і не є визнанням корек-
тності такого твердження. 

Метою даного винаходу є надання способів лі-
кування і/або запобігання неврологічним захворю-
ванням або розладам. Зокрема, метою даного 
винаходу є надання способів стимулювання або 
посилення диференціювання попередників або 
диференційованих гліальних клітин в мієлінізуючі 
клітини. Основою винаходу є застосування реком-
бінантного химерного білка IL6RIL6, який володіє 
помітно більш високої афінністю до gp130, чим 
суміш IL-6 і SIL-6R. 

Наступною метою даного винаходу є надання 
способів стимулювання або посилення мієлінізації 
або ремієлінізації пошкоджених волокон, що пока-
зано за допомогою індукованої ремієлінізації аксо-
нів після аксотомії сідничного нерва in vivo в допо-
внення до мієлінізуючої дії IL-6-химери на індукцію 
генів мієліну in vitro. 

Метою даного винаходу також є застосування 
химери IL6RIL6 для збільшення кількості шваннов-
ських клітин, що розвиваються в культурах гангліїв 
дорсальних корінців (DRG). Крім того, метою дано-
го винаходу є застосування IL6RIL6 для індукції 
диференціювання вказаних клітин до того момен-
ту, коли вони накручуються навколо аксонів і про-
дукують основний білок мієліну, як показано в спі-
льних культурах ліній шванновських клітин і 
первинних DRG. 

Іншою метою даного винаходу є застосування 
химери IL6RIL6 для індукції транскрипції генів ос-
новних білків мієліну (МБР) в системі трансдиф-
ференціювання, в якій клітини з фенотипом мела-
ноцитів перетворюються в клітини шванновського 
мієлінізуючого фенотипу, як показано при дії 
IL6RIL6 на меланому мишей. 

Іншою метою даного винаходу є застосування 
химери IL6RIL6 як агента нейропротекції і для за-
побігання загибелі нервових клітин в гіпокампі, 
районі, залученому до кодування пам'яті, і районі, 
який виявляє ранню дегенерацію при хворобі Аль-
цгеймера і ішемії. 

Іншою метою даного винаходу t застосування 
химери IL6RIL6 як протекторного засобу проти 
процесу нейротоксичності, що ініціюється збуджу-
ючими амінокислотами, як показано за допомогою 

захисту від нейротоксичності, що індукується глу-
таматом, що забезпечується химерою IL-6 в пер-
винних культурах нейронів мозочка новонародже-
них пацюків. 

Запропонований молекулярний механізм, по 
якому IL6RIL6 індукує і репресує специфічні фак-
тори транскрипції, які викликають індукцію дифе-
ренціювання генів МВР в гени мієлінізуючого фе-
нотипу. 

Таким чином, даний винахід пов'язаний із за-
стосуванням химери IL6RIL6 для виробництва 
лікарського засобу для лікування і/або запобігання 
неврологічним захворюванням і розладам. Зокре-
ма, даний винахід пов'язаний із застосуванням 
химери IL6RIL6 для виробництва лікарського за-
собу для лікування травматичної дегенерації нер-
ва, демієлінізуючих захворювань ЦНС або ПНС 
і/або нейродегенеративних захворювань. 

Більш конкретний винахід пов'язаний із засто-
суванням химер IL6RIL6 при лікуванні неуважного 
склерозу (НС), хвороби Альцгеймера, хвороби 
Паркінсона або бічного аміотрофічного склерозу 
(БАС, ALS). 

Винахід також пов'язаний з фармацевтичними 
композиціями, що містять "химеру IL6RIL6, необо-
в'язково разом з однією або більшою кількістю 
фармацевтично прийнятних наповнювачів, для 
лікування і/або запобігання неврологічному захво-
рюванню або розладам. Зокрема, фармацевтична 
композиція являє собою композицію для лікування 
травматичної дегенерації нервів, демієлінізуючих 
захворювань ЦНС або ПНС і/або нейродегенера-
тивних захворювань. 

Переважним застосуванням фармацевтичних 
композицій згідно з даним винаходом є лікування 
НС, хвороби Альцгеймера, хвороби Паркінсона 
або БАС. 

На Фіг.1 показане збільшення МВР-РНК в ку-
льтурах шванновських клітин, оброблених химе-
рою IL6RIL6 або форсколіном (FSK), або - зліва - 
необроблених (НО). 

На Фіг.2 показана проліферація недиференці-
йованих клітин "oli-neu", виміряна через 24, 48 і 72 
години після обробки різними кількостями химери 
IL6R/IL6. 

На Фіг.3 показано, що IL6RIL6 сильно індукує 
мРНК МБР (А) і знижує синтез мРНК Рах-3 (В) в 
клітинах F10.9 з плином часу. НО означає необро-
блені клітини. 

На Фіг.4 показане порівняння нейропротекції 
під дією одного тільки IL-6 і химерою IL-6 у відно-
шенні нейротоксичності, опосередкованої NMDA, в 
органотипових зрізах гіпокампу. 

На Фіг.5 показано пролонгована нейропротек-
торна дія химери IL-6 проти дії одного тільки IL-6 в 
органотипових зрізах гіпокампу. 

На Фіг.6 показана дія химери IL6R/IL6 на ви-
живаність нейронів, позбавлених NGF, після 24 
годин обробки, як виміряно за допомогою МТТ-
аналізу. 

Згідно з винаходом, було виявлено, що дода-
вання рекомбінантного білка IL6IL6R до культур 
клітин гангліїв дорсальних корінців або клітин ме-
ланоми стимулює диференціювання цих клітин в 
мієлінізуючі клітини. Також було виявлено, що до-
давання рекомбінантного білка IL6IL6R до спіль-
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них культур нейронів і шванновських клітин індукує 
останні до утворення регулярної оболонки навколо 
аксонів. Тому винахід стосується застосування 
химери IL6RIL6 для виробництва лікарського за-
собу для того, щоб утворити мієлінізуючі клітини 
або стимулювати, посилити або прискорити утво-
рення мієлінізуючих клітин. 

Химера IL-6, крім того, індукує ремієлінізацію 
in vivo перерізаних волокон після аксотомії сіднич-
ного нерва у пацюків. Тому винахід, крім того, від-
носиться до застосування химери IL6RIL6 для ви-
робництва лікарського засобу для індукції, 
посилення або прискорення ремієлінізації, зокре-
ма, після пошкодження або травми нерва або по-
шкоджень аксонів. 

Далі, було виявлено, що додавання рекомбі-
нантного білка IL6IL6R до органотипових культур 
індукує пролонговану захисну дію від нейротокси-
ческих агентів. Тому винахід також відноситься до 
застосування химери IL6RIL6 для виробництва 
лікарського засобу для індукції, посилення, проло-
нгації або прискорення нейропротекції, зокрема, 
від нейротоксичних агентів, і для інгібування, зни-
ження або сповільнення загибелі нейронів, яка 
може бути, наприклад, наслідком апоптозу. 

Даний винахід стосується застосування «хи-
мери IL6RIL6» (яку також називають «IL6RIL6» або 
химерою IL-6), яка являє собою рекомбінантний 
глікоиротеїд, отриманий злиттям повної кодуючої 
послідовності розчинного IL-6-рецептора δ-Val 
природного походження з повною кодуючою пос-
лідовністю зрілого IL-6 природного походження, 
при цьому, обидві вони походять з клітин людини. 
Химеру IL6RIL6 можна продукувати в будь-яких 
придатних еукаріотичних клітинах, таких як клітини 
дріжджів, клітини комах і ним подібні. Химеру пе-
реважно продукують в клітинах ссавців, найбільш 
переважно - в отриманих методами генної інжене-
рії клітинах СНО, [як описано в WO 99/02552]. Не-
зважаючи на те, що переважний білок, який похо-
дить з клітин людини, фахівцеві в даній області 
буде зрозуміло, що подібний злитий білок будь-
якого іншого походження можна використати згід-
но з винаходом, при умові, що він зберігає описану 
тут біологічну активність. 

Більш конкретно, даний винахід стосується за-
стосування химери IL6RJL6, для того, щоб стиму-
лювати диференціювання попередників або ди-
ференційованих гліальних клітин в мієлінізуючі 
клітини. Як показано в даній роботі, процес дифе-
ренціювання мієлінізуючих клітин, індукований 
IL6RIL6, залучає як активацію генів, необхідних 
для утворення мієлінової оболонки навколо аксо-
нів нейронів, так і репресію гена, необхідного для 
підтримки немієлінізуючих фенотипів. 

Згідно з даним винаходом, експериментально 
було виявлено, що додавання химери IL6RIL6 до 
культур клітин ембріональних гангліїв дорсальних 
корінців (eDRG), виділених з ембріонів мишей на 
14-15 день вагітності, впливає надзвичайно силь-
ним чином на розвиток попередників шванновсь-
ких клітин, присутніх в DRG. Після 2-5 днів в куль-
турі має місце помітне збільшення кількості 
ембріональних шванновських клітин, помітна зміна 
фенотипу цих клітин, які починають утворювати з 
своїх мембран оболонку навколо аксонів DRG, і 

індукція МБР. Згідно з даним винаходом, крім гою, 
експериментально виявлене, що в спільній куль-
турі шванновських клітин з нейронами химера IL-6 
може індукувати значне збільшення скріплення 
шванновських клітин вздовж немієлінізованих ак-
сонів протягом 5 годин. Шванновські клітини, які 
мітили Fluorogold, довшали, і через декілька днів 
можна було бачити, як їх цитоплазма, що флуори-
сцує, формувала регулярну оболонку навколо ак-
сонів. Без химери, або в присутності NGF, шван-
новські клітини зв'язуються набагато менше і не 
утворюють оболонку. 

Тому винахід, крім того, відноситься до засто-
сування химери IL6RIL6 для виробництва лікарсь-
кого засобу для індукції проліферації і/або, дифе-
ренціювання шванновських клітин, а також 
мієлінізації шванновськими клітинами в перифери-
чній нервовій системі. 

Згідно з даним винаходом, крім того, було по-
казано, що химера IL-6 може індукувати ремієліні-
зацію периферичних нервів in vivo. Після аксотомії 
сідничного нерва у пацюків і накладення прокси-
мального і дистального обрізків химера IL-6 могла 
індукувати регенерацію периферичних нервів і 
ремієлінізацію перерізаних волокон in vivo. У при-
сутності химери IL-6 виявили 4-кратне збільшення 
кількості і товщини мієлінізованих волокон, і збі-
льшення ремієлінізації більш віддалених волокон. 
Тому винахід крім того відноситься до застосуван-
ня химери ІL6RIL6 для виробництва лікарського 
засобу для індукції ремієлінізації в периферичній 
нервовій системі. 

Більш того, також було виявлено, згідно з да-
ним винаходом, що химера IL-6 може індукувати 
експресію генів, що кодують компоненти білків 
мієліну, таких як гени МВР, PLP і РО в мієлінізую-
чих клітинах периферичної нервової системи, та-
ких як шванновські клітини, і в клітинах централь-
ної нервової системи, таких як олігодендроцити. 
Тому винахід, крім того, відноситься до застосу-
вання химери IL6RJL6 для виробництва лікарсько-
го засобу для індукції мієлінізації і/або ремієлініза-
ції олігодендроцитами в центральній нервовій 
системі. 

Згідно з даним винаходом, також було вияв-
лено, що додавання химери IL6RIL6 до культур 
лінії клітин меланоми мишей B16/F10.9 індукує 
експресію гена МБР в межах 6-12 годин. Індуку-
ються інші гени, які кодують білки мієліну, такі як 
ген СЫРази, тоді як експресія генів, які залучені в 
меланогенез (утворення меланінових пігментів), 
таких як ген тирозинази, сильно репресована. Клі-
тини F10.9, оброблені IL6RIL6, також зазнають 
помітної морфологічної зміни, і придбавають фе-
нотип, подібний фенотипу шванновських клітин. 
Феиотипічні зміни і індукція специфічних генів міє-
ліну підтверджують гіпотезу про те, що IL6RIL6 
викликає трансдиференціювання клітин з стану 
меланоцитів в стан мієлінізуючих клітин. Оскільки 
в ембріонові клітини, мігруючі з нервового гребін-
ця, можуть давати початок або меланоцитам, або 
мієлінізуючим шванновським клітинам і олігоденд-
роцитам, передбачається, що IL6RIL6 може впли-
вати на долю клітин і стимулювати утворення міє-
лінізуючих клітин. Тому винахід також відноситься 
до застосування химери TL6RIL6 для виробництва 
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лікарського препарату для індукції, стимулювання, 
посилення або прискорення утворення мієлінізую-
чих клітин в периферичній і в центральній нерво-
вій системі і/або для індукції трансдиференцію-
вання меланоцитів в мієлінізуючі клітини. 

Крім того, відповідно до даного винаходу, по-
казано, що IL6RIL6 діє при придушенні гомеобокс-
ного гена Рах-3, гена, який експресується в кліти-
нах ембріонального нервового гребінця перед тим, 
як вони диференціюються в мієлінізуючі шваннов-
ські клітини [Kioussi and Gruss, 1996]. Відомо, що 
Рах-3 репресує ген МБР. Тому, мабуть, репресія 
Рах-3 є ключовою подією в кінцевому дозріванні 
мієлінізуючих клітин. Отже, IL6RIL6 діє на ключове 
перемикання диференціювання (а саме, репресію 
рах-3). 

Рах-3 є транс-активатором фактора транскри-
пції MITF, пов'язаного з мікрофтальмією, який, в 
свою чергу, індукує і підтримує експресію гена ти-
розинази і інших генів, які відповідають за мелано-
цитний фенотип. Тому виявлення швидкої репресії 
Рах-3 за допомогою IL6RIL6 може пояснити моле-
кулярні події, які стимулюють мієлінізуючу актив-
ність клітин, що походять з нервового гребінця. 
Після пошкодження нерва мієлінізовані аксони 
зазнають демієлінізації в ході валеровського пере-
родження. Під час цього процесу в шванновських 
клітинах меншає експресія гена МВР і інших ро-
динних білків мієліну. Має місце супутній процес 
стимуляції Рах-3 і GFAP, який означає реверсію 
від мієлінізуючих SC до немієлінізуючих і проліфе-
руючих SC [Kioussi and Gruss, 1996]. Згідно з да-
ним винаходом, химера IL6RIL6, мабуть, є ефек-
тивним цитокіном для повернення в початковий 
стан після процесу валеровської дегенерації нер-
вів за допомогою репресування Рах-3 і індукуван-
ня SC до відновлення їх мієлінізуючої активності. 
Такі ж міркування можуть бути застосовані до де-
мієлінізуючих захворювань головного мозку, оскі-
льки, подібно процесам при травмі, нейродегене-
рація при цих захворюваннях посилюється 
внаслідок процесу демієлінізації, що здійснюється 
макрофагами і іншими запальними клітинами. То-
му винахід також стосується застосування химери 
IL6RIL6 для виробництва лікарського засобу для 
лікування пошкодження нервів і/або травматичної 
дегенерації нервів і/або пошкодження аксонів. 

IL6RIL6 можна ін'єкувати мишам, в яких аутоі-
мунна демієлінізація була індукована імунізацією 
МВР, як модельна система хронічного рецидивую-
чого неуважного склерозу [Cannella et al, 1998]. 
Здатність IL6RIL6 індукувати гени білків мієліну і 
диференціювання мієлінізуючих гліальних клітин 
можна спостерігати in vivo, використовуючи цей 
фармацевтичний зразок. Тому винахід, крім того, 
відноситься до застосування химери IL6RIL6 для 
виробництва лікарського засобу для лікування 
і/або запобігання аутоімунних демієліиізуючих за-
хворювань, зокрема, для лікування і/або запобі-
гання неуважному склерозу. 

Також було показано, що химера IL-6 володіє 
нейропротекторною дією, запобігаючи втраті жит-
тєздатності нервових клітин, індукованої ексцито-
токсичними агентами в районах, залучених до ко-
дування пам'яті і що виявляють ранню 
дегенерацію при хворобі Альцгеймера і ішемії. 

Виявлено, що химера 1L-6 захищає нейрони від 
нейротоксичності, індукованої глутаматом. Тому 
винахід відноситься до виробництва лікарського 
засобу для захисту нервових клітин від загибелі, 
зокрема, внаслідок дії нейротоксичних агентів, і 
для лікування і/або запобігання нейродегенерати-
вних захворювань, подібних, наприклад, хворобі 
Альцгеймера, хворобі Паркінсона або БАС. 

Крім того, до неврологічних захворювань, які 
можна лікувати химерою IL6RIL6, відносяться ін-
сульти, порушення рухів, епілепсія, біль і тому 
подібне. 

Мають на увазі, що визначення «фармацевти-
чно прийнятний» охоплює будь-який носій, який не 
заважає ефективності біологічної активності акти-
вного інгредієнта і який не токсичний для господа-
ря, якому його вводять. Наприклад, для паренте-
рального введення химера IL6RIL6 може бути 
приготована в дозованій лікарській формі для ін'є-
кції в таких наповнювачах як фізіологічний розчин, 
розчин декстрози, сироватковий альбумін або роз-
чин Рінгера. 

Химеру IL6RIL6 можна вводити пацієнту, який 
потребує такого введення, різними шляхами. Шля-
хи введення включають в себе інтрадермальний, 
трансдермальний (наприклад, в композиціях упо-
вільненого вивільнення), внутрішньом'язовий, вну-
трішньочеревний, внутрішньовенний, підшкірний, 
пероральний, епідуральний, локальний і інтрана-
зальний шляхи. Можна використовувати будь-який 
інший терапевтично ефективний шлях введення, 
наприклад, абсорбцію через епітеліальні або ен-
дотеліальні тканини, або за допомогою генної те-
рапії, при якій пацієнту вводять молекулу ДНК, що 
кодує химеру IL6RIL6 (наприклад, за допомогою 
вектора), яка викликає експресію і секрецію химе-
ри IL6RJL6 in vivo. Крім того, химеру IL6RIL6 мож-
на вводити разом з іншими компонентами біологі-
чно активних агентів, таких як фармацевтично 
прийнятні поверхово-активні речовини, ексципієн-
ти, носії, розріджувачі і наповнювачі. 

Для парентерального (наприклад, внутрішньо-
венного, підшкірного, внутрішньом'язового) вве-
дення химеру IL6RIL6 можна приготувати в компо-
зиції у вигляді розчину, суспензії, емульсії або 
ліофілізованого порошку разом з фармацевтично 
прийнятним парентеральним наповнювачем (на-
приклад, водою, фізіологічним розчином, розчи-
ном декстрози) і добавками, які підтримують ізото-
нічність (наприклад, маніт) або хімічну стабільність 
(наприклад, консерванти або буфери). Композицію 
стерилізують способами, що традиційно викорис-
товуються. 

«Ефективна кількість» відноситься до кількості 
активних інгредієнтів, яка є достатньою, щоб 
вплинути на течію і тяжкість описаних вище захво-
рювань, приводячи до ослаблення або ремісії та-
кої патології. Ефективна кількість буде залежати 
від шляху введення і стану пацієнта. 

Доза, введена індивідууму у вигляді однократ-
ної або багаторазових доз, буде варіювати, в за-
лежності від багатьох факторів, включаючи фар-
макокінетичні властивості химери IL6RIL6, шлях 
введення, стан і характеристики пацієнтів (стать, 
вік, маса тіла, здоров'я, ріст), міра виявлення сим-
птомів, супутнє лікування, частота лікування і ба-
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жаний ефект. Можливе коректування і маніпулю-
вання встановленими межами доз в рамках ком-
петенції фахівців, а також способів in vitro і in vivo 
визначення ремієлінізації нервів. 

Хоч винахід буде описаний в зв'язку з його 
конкретним варіантом, буде зрозуміло, що він до-
пускає додаткові модифікації. Мається на увазі, що 
дана заявка охоплює будь-які варіації, застосуван-
ня або переробки винаходу, які загалом слідують 
принципам винаходу і які включають в себе такі 
відступи від даного опису, які узгодяться з відомою 
або звичайною практикою в області, до якої відно-
ситься винахід, і які можуть бути застосовані до 
основних елементів, вказаних вище, як викладено 
нижче в рамках прикладеної формули винаходу. 

Всі цитовані тут матеріали, включаючи статті 
або анотації в журналах, опубліковані і неопублі-
ковані заявки на видачу патенту, видані або інозе-
мні патенти, або будь-які інші матеріали, включені 
тут у вигляді посилань в повному об'ємі, включаю-
чи всі дані, таблиці, фігури і текст, представлені в 
дитованих матеріалах. Крім того, повний зміст ци-
тованих публікацій в межах матеріалів, що викори-
стовуються при підготовці даної заявки, також 
включений у вигляді посилань в повному об'ємі. 

Даний винахід тепер буде описаний більш де-
тально на основі наступних не обмежувальних 
прикладів і супроводжуючих малюнків. 

Приклади 
Приклад 1: Вплив IL6RIL6 на мієлінізацію і ре-

мієлінізацію in vitro 
У спинному мозку дорсальний корінець містить 

по суті чутливі нейрони, які формують синапи в 
гангліях дорсальних корінців (DRG). Під час ембрі-
огенезу у мишей (на е14-е15 день), DRG є відпові-
дним джерелом нейронів і ембріональних шван-
новських клітин, які ще не диференційовані в 
мієлінізуючі SC: Способи отримання експлантатів 
DRG для культур in vitro описані Li (1998). Культи-
вування здійснювали на покрівних склах, вміщених 
в лунки планшетів Costar, в середовищі F12/DMEM 
(Gibco). Покрівні скла покривали або колагеном, 
або полі-D-лізином, по суті, з однаковими резуль-
татами. Культивування проводили або в середо-
вищі без добавок факторів росту або цитокінів, або 
в середовищі з добавкою фактора росту нервів 
(NGF/ 40нг/мл), або в середовищі з добавкою хи-
мерних рекомбінантних білків IL6RIL6 (3мкг/мл). 
Культури перевіряли щодня за допомогою світло-
вої мікроскопії, використовуючи інвертований мік-
роскоп Olympus, з'єднаний з системою візуалізації 
за допомогою відеокамери (система Leica LIDA). 
Частину покрівних стекол фіксували в формальде-
гіді, і білки МБР мітили першими моноклональними 
антитілами до основних білків мієліну і кон'югова-
ними з флуоресцеїном другими антитілами. Тіла 
нейронних клітин і аксони фарбували антитілами 
до білків нейрофіламентів. Деяке покрівні стекла 
перевіряли   скануючою   електронною мікроскопі-
єю (ЕМ). 

Через 2-5 днів на експлантатах DRG, що куль-
тивуються без добавок, показали, що клітини, що 
зросли з експлантата були або полігональними, 
або що мають форму овалу. Однак в тому випад-
ку, коли додавали NGF, клітини овальної форми 
утворювали довгі паростки-аксони, які формували 

рідку мережу, що забарвлюється антитілами до 
нейрофіламентів. Деякі аксони були довгими і ро-
здвоєними, але шванновських клітин вздовж аксо-
нів не було видно. Навпаки, в культурах з дода-
ванням IL6RIL6 були видні не тільки нервові 
клітини з аксонами, забарвленими на нейрофіла-
менти, але також і шванновські клітини, що з'яв-
ляються у вигляді плоских клітин, які мали довгі 
біполярні вирости з кінцевими розгалуженнями. Ці 
вирости не були забарвлені на білки нейрофіла-
ментів. При скануючій ЕМ ці шванновські клітини 
були чітко видні вздовж аксонних паростків з мем-
бранними збираннями, що починають накручува-
тися навколо аксона. 

Фарбування анти-МВР виявило позитивно за-
барвлені шванновські клітини в культурах, оброб-
лених IL6RIL6, зокрема, в рядах клітин, які були 
вистроєні одна за іншою. З іншого боку, спостері-
галася невелика специфічна для МБР флуоресце-
нція в культурах, оброблених NGF без IL6RIL6. 

Схожі результати спостерігали в культурах 
DRG з ембріонів пацюків, отриманих на е15 день. 

Шванновські клітини, отримані з сідничного 
нерва миші, також культивували in vitro з IL6RJL6 в 
концентрації 1,4мкг/мл, і вимірювали рівень РНК-
транскрипту МБР. Для порівняння такі ж культури 
обробляли 20мкМ форсколіном, хімічним агентом, 
який штучно збільшує рівні циклічного АМФ в клі-
тинах, і, як відомо, індукує МБР [Lemke and Chao, 
1988]. Результати показали, що IL6RIL6 був так 
само ефективний, як і форсколін в індукції експре-
сії гена МБР, і більш ефективним в підтримці рівнів 
РНК МБР через 3 дні культивування (Фіг.1). 

При дослідженні клітин гангліїв дорсальних 
корінців (DRG) 18-денного ембріона було виявле-
но, що химера IL-6 індукує експресію мРНК МБР і 
РО протягом 3 днів, тоді як мРНК Рах-3 в цій же 
клітинній системі була сильно інгібована. Дозоза-
лежна крива дії химери IL-6 на експресію генів РО і 
МБР свідчить про максимальну дію химери IL-6 
при концентрації 500нг/мл. Отже, химера IL-6 ви-
ступає як важливий індуктор експресії гена мієліну 
в нормальних нейрогліальних клітинах. 

Для подальшого дослідження дії химери IL-6 
створили лінії шванновських клітин, отриманих з 
сідничного нерва пацюка або з клітин ганглія дор-
сальних корінців (DRG) пацюка. 

Виявили, що лінія шванновських клітин, отри-
маних з сідничного нерва пацюка, відповідає на 
дію химери IL-6, як було визначено за допомогою 
ОТ-ПЛР і Нозерн-блот-аналізом, 2-3-кратною інду-
кцією гена РО, білковий продукт якого формує 
приблизно 50% мієліну периферичних нервів. 

Для того, щоб дослідити активацію транскрип-
ції компонентів гена мієліну химерою IL-6, ввели 
промотор МВР в експресуючий вектор вище за 
течією репортерного гена люциферази, і тестува-
ли в лінії шванновських клітин сідничного нерва 
пацюка. У цих клітинах спостерігали індукцію тран-
скрипційної активності з промотору МВР аж до 7-
кратної індукції у відповідь на химеру IL-6 у відсут-
ність форсколіну. В додатковому аналізі репортер-
ного гена виявили, що химера JL-6 викликає в цих 
клітинах 2,5-кратну індукцію транскрипції з промо-
тору гена РО. 

Приведені вище результати свідчать про те, 
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що химера IL-6 надає пряму дію на транскрипцію 
генів мієліну в комітованих шванновських клітинах. 

Була виділена додаткова лінія шванновських 
клітин з ганглія дорсального корінця (DRG) пацюка 
і названа лінією клітин СН. Виявлено, що ця лінія 
клітин володіє низькою швидкістю росту, і її ріст 
залежить від химери IL-6 (140нг/мл). Цікаво, що 
СН-клітини мали зірчасту морфологію, подібну 
олігодендроцитам. Клітини, мабуть, були функціо-
нальними по відношенню до індукції мієлінізації 
химерою IL-6. Клітини експресували РО І МВР і 
гинули при вирощуванні в середовищі, що містить 
сироватку, у відсутність химери. 

Приклад 2: Інгібування проліферації олігоден-
дроцитів in vitro 

Досліджували вплив химери IL-6 на клітини 
центральної нервової системи. Встановлено, що 
диференціювання олігодедроцитів пов'язане з 
інгібуванням їх проліферації, і таким чином, із сти-
муляцією утворення оболонки і мієлінізації оліго-
дендроцитами. 

Тому тестували здатність химери IL6R/IL6 інгі-
бувати проліферацію олігодендроцитів in vitro. У 
цьому експерименті використали клітинну лінію 
первинних олігодендроцитів миші (олігодендроглі-
альні клітини), іморталізовані за допомогою онко-
гену t-neu (лінія клітин «oli-neu»). Створення і вла-
стивості лінії клітин oli-neu, а також умови 
культивування [описані Jung et al. (1995)]. 

Вимірювали проліферацію недиференційова-
них клітин oli-neu через 1, 2 і 3 дні у відповідь на 
різні кількості химери IL6R/IL6 (1мкг/мл, 500нг/мл, 
250нг/мл, 125нг/мл і 0нг/мл (контроль). Кількісно 
визначали швидкість зростання за допомогою ви-
мірювання метаболічної активності клітин за до-
помогою флуориметричного/колориметричного 
індикатора зростання, Alamar Blue. Вказаний агент 
містить індикатор окислення-відновлення, який 
виявляє як флуоресценцію, так і зміни свого заба-
рвлення у відповідь на хімічне відновлення росто-
вого середовища внаслідок зростання клітин. 
Агент, що використовується і аналіз [описані у 
Ahmed, et al. (1994) і в патенті США 5501959]. 

Результати показані на Фіг.2. Додавання хи-
мери IL6R/TL6 в культуральне середовище оліго-
дендроцитів веде до різко вираженого зниження 
росту вже через 48 годин. Через 72 години ріст 
скорочувався до 40-50%, в порівнянні з контролем. 
Цікаво, що сама висока кількість химери IL6R/IL6 
(1мкг) була менш ефективною, ніж більш низькі 
кількості від 500 до 125нг/мл. 

Експеримент показав, що химера IL6R/IL6 си-
льно інгібує проліферацію олігодендроцитів in 
vitro, свідчачи про те, що вона стимулює диферен-
ціювання олігодендроцитів. Оскільки олігодендро-
цити є гліальними клітинами, що продукують міє-
лінові оболонки в ЦНС, химера IL6R/IL6 може бути 
агентом, активно стимулюючим ремієлінізацію in 
vivo. 

Приклад 3: Вплив химери IL6R/IL6 на морфо-
логію олігодендроцитів 

Для того, щоб дослідити вплив химери IL6 на 
морфологію олігодендроглії, клітини oli-neu (диви-
ся приклад 2) культивували протягом 3 днів в при-
сутності 1мкг/мл химери IL6R/IL6. 

Дибутил-цАМФ (дбцАМФ) є агентом, який, як 

відомо, індукує диференціювання олігодедроцитів 
[дивися, наприклад, Jung et al. (1995)]. Для того, 
щоб дослідити, який вплив на морфологію здійс-
нює химера IL6R/IL6 додатково до впливу 
дбцАМФ, клітини oli-neu заздалегідь обробляли 
протягом 3 днів дбцДМФ перед додаванням химе-
ри IL6R/IL6 плюс дбцАМФ. У паралелі клітини об-
робляли химерою  IL6R/IL6 без попередньої обро-
бки. 

Зміни морфології оцінювали за допомогою 
фазово-контрастної мікроскопії або імуногістохімі-
чним фарбуванням на маркери олігодендроцитів 
СNРазу (діестеразу 2', 3'-циклічних нуклеозид-3'-
фосфатів) і GalC (сіалогангліозиди і сульфатиди) і 
використовуючи антитіла А2В5, специфічні для 
ліпіду мієліну галактоцереброзиду. 

Додавання химери IL6R/IL6 явно індукувало 
морфологічні зміни в клітинах oli-neu. Тіла клітин 
збиралися рядами, і їх паростки ставали більш 
подовженими. Самі клітини довшали і здавалися 
злитими, що свідчило про досягнутий стан дифе-
ренціювання. 

Експресія маркерів олігодендроцитів була по-
казана за допомогою імуногістохімії. Клітини були 
позитивні відносно специфічних маркерів олігоде-
ндроцитів - антигену А2В5 і ОМРази, але були 
негативними відносно маркера астроглії GFAP, 
таким чином, свідчачи, що дійсно підтримувався 
фенотип олігодендроцитів. 

Попередня обробка дбцАМФ і комбінована об-
робка химерою IL6R/IL6 і дбцАМФ збільшували 
кількість олігодедроцитів, утворюючих оболонку, 
через 3 дні. У порівнянні з подовженими клітина-
ми, видимими в присутності однієї химери 
IL6R/IL6, морфологічно клітини виглядали навіть 
більш диференційованими. Можна було спостері-
гати клітини, що мають вигляд листа, що свідчило 
про досягнутий стан диференціювання. 

На закінчення, обробка химерою IL6R/IL6 в ре-
зультаті приводила до морфологічної зміни оліго-
дендроцитів in vitro, таким чином, далі підтвер-
джуючи її роль як індуктора олігодендрогліального 
диференціювання і мієлінізації. 

Приклад 4: Вплив химери IL-6 на взаємодію 
нейронів ι шванновських клітин 

При культивуванні DRG мишей в присутності 
інгібіторів синтезу ДНК арабінози С (АrаС) і фтор-
дезоксіуридину (FudR) нервові клітини можуть 
утворювати аксони, в той час як проліферація глі-
альних клітин інгібована. Такі культури DRG можна 
використовувати як джерело нервових клітин з 
немієлінізованими аксонами. До цих культур екзо-
генно додають шванновські клітини, щоб досліди-
ти взаємодію між нейронами і шванновськими клі-
тинами. 

Клітини ліній шванновських клітин сідничного 
нерва пацюка мітили Fluorogold, міткою, яка про-
никає через бішарову ліпідну мембрану клітин і 
зберігається протягом протяжного періоду часу, не 
впливаючи на функцію клітин. Спільне культиву-
вання нейронів і вказаних шванновських клітин в 
присутності химери IL-6 приводить до значного 
збільшення скріплення шванновських клітин 
вздовж аксонів клітин в межах 5 годин. Клітини 
довшають, і через декілька днів можна спостеріга-
ти, як їх флуоресцуюча цитоплазма утворює регу-
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лярну оболонку навколо аксонів. У відсутність хи-
мери або у відсутність NGF шванновські клітини 
зв'язуються набагато менше і не утворюють обо-
лонку. Дані результати показують, що химера IL-6 
впливає дуже швидким чином на взаємодію гліа-
льних клітин з нейронами, свідчачи про те, що 
індукуються або активуються адгезивні молекули. 
Вказана система дозволяє дослідити різні стадії 
процесу мієлінізації, на які впливає химера IL-6. 

Приклад 5: Вплив химери IL6R/IL6 на мієліні-
зацію в змішаних культурах нейронів і олігоденд-
роцитів 

Для того, щоб далі дослідити активність химе-
ри IL6R/IL6, що індукує мієлінізацію, готували ди-
соційовані культури з півкуль головного мозку ми-
шей Е15 (15 ембріональній день). Підготовка і 
умови культивування [описані Lubetzki et al. 
(1993)]. Первинні клітини підтримували в культурі 
протягом 8 днів перед додаванням 1L6R/IL6 
(1,5мкг/мл) протягом 11 днів. 

МБР (основний білок мієліну) і специфічний 
для олігодендроцитів білок PLP (протеоліпідний 
білок) є маркерами зрілих і/або мієлінізованих олі-
годендроцитів і є головними компонентами мієліну 
ЦНС. Тому їх можна використати як маркери для 
оцінки активної мієлінізації, що має місце в культу-
рі клітин. 

В умовах культивування на 4 день мієлінізація 
не відбувається. Тому мРНК на 4 день використа-
ли в цьому експерименті як калібрувальний конт-
роль. На 19 день в умовах культивування в куль-
турі клітин спостерігається мієлінізація. 

Таким чином, для того, щоб кількісно виміряти 
мРНК МВР і PLP екстрагували мРНК з необробле-
них і оброблених лунок на 4 і 19 день. 

мРНК МВР, PLP і GAPDH, яка служила як РНК 
внутрішнього контролю, вимірювали за допомогою 
кількісної ОТ-ПЛР в реальному часі [Medhurst et al. 
(2000)], використовуючи прилад для визначення 
послідовностей РЕ Applied Biosystems Prism, мо-
дель 7700. 

Результати підсумовані в таблиці І, приведеній 
нижче. Провели два незалежних експерименти. 
Експресія мРНК показана у вигляді кратної екс-
пресії контрольної РНК на 4 день. В обох експери-
ментах химера IL6R/IL6 чітко посилювала експре-
сію МВР і PLP в два рази, ще раз підтверджуючи 
роль химери IL6R/IL6 як індуктора або підсилюва-
ча мієлінізації. 

 
Таблиця 

 
Експресія МВР і PLP в первинних культурах кортикаль-

них клітин 
 

 Контроль 
на 4 день 

Контроль на 
19 день 

Химера IL6R/IL6 
на 19 день 

Експеримент І 
МВР 
PLP 

1 
1 

72 
1265 

181 
2157 

Експеримент II 
МВР 
PLP 

1 
1 

187 
1884 

2157 
4198 

 
На закінчення, приклади з 1 по 5 показують, 

що химера IL6R/IL6 володіє антипроліфератив-
ною, такою, що індукує диференціювання і мієліні-

зацію активністю. Вказана активність химери 
IL6R/IL6 суворо свідчить про сприятливу дію хи-
мери IL6R/IL6 на ремієлінізацію в периферичній і 
центральній нервовій системі. Цей ефект можна 
використовувати при всіх розладах, заснованих на 
дефектах мієлінізації; демієлінізації або недостат-
ній мієлінізації нейронів ЦНС або ПНС. Тому хи-
мера IL6R/IL6 може бути ефективним агентом для 
лікування порушень ремієлінізації і/або демієліні-
зації, подібних, наприклад, неуважному склерозу. 

Приклад 6: Вплив химери IL-6 на регенерацію 
периферичних нервів in vivo 

Після аксотомії сідничного нерва у пацюків і 
накладення проксимального і дистального відрізків 
периферичні нерви можна індукувати до регене-
рації, і перерізані волокна можна індукувати до 
ремієлінізації in vivo [Sahenk et al. 1994]. Досліджу-
вали вплив химери IL6R/IL6 на ремієлінізацію пе-
риферичних нервів після аксотомії. Пацюкам (7 
тварин) вводили химеру IL6R/IL6 внутрішньочере-
вно через кожні два дні в дозі 100мкг/кг протягом 
12 днів, починаючи з дня операції. Контрольним 
тваринам (9 пацюків) ін'єкували PBS. Через 12 
днів частини регенеруючого нерва на 2,5 і 5мм 
нижче за аксотомію аналізували за допомогою 
трансмісійної електронної мікроскопії, і оцінювали 
кількість позитивних волокон. 

У присутності химери IL-6 виявили 2,5-кратне 
збільшення кількості мієлінізованих волокон на 
відстані 2,5мм нижче за аксотомію, в порівнянні з 
контролями, обробленими PBS. Крім того, було 
виявлено, що химера збільшує ремієлінізацію 
більш віддалених волокон, індукуючи 5,2-кратне 
збільшення кількості мієлінізованих волокон на 
5мм дистальніше за розріз. Це важливе, оскільки 
ремієлінізація знижується по мірі того, як відстань 
від розрізу збільшується. Вплив CNTF спостеріга-
ли на відстані 0,5мм від розрізу, а в присутності 
химери IL-6 виявляється набагато більш віддале-
ний вплив, і більш сильний - на відстані 5мм, ніж 
на відстані 2,5мм. Товщина мієлінізованих волокон 
також збільшувалася більш ніж в 2 рази після об-
робки химерою. Загалом химера IL-6, мабуть, ін-
дукує ремієлінізацію приблизно ] 0% волокон, в 
порівнянні з інтактними пацюками без аксотомії. 

Приклад 7: Індукція гена МВР за допомогою 
IL6R/1L6 в культурах клітин меланоми B16-F10.9 

Ембріональним джерелом меланоцитів шкіри, 
які продукують меланінові пігменти, і шванновсь-
ких клітин є спільні клітини-лопередники, мігруючі з 
нервового гребінця ембріонів мишей е8. Мелано-
ми являють собою злоякісні пухлини, що розвива-
ються в шкірі з меланоцитів, і тому також походять 
з попередників нервового гребінця. Лінія клітин 
В16 отримана з спонтанної меланоми мишей 
Balb/c, і клон F10.9 виділяли з В16 за їх феноти-
пом, відповідним високо злоякісним метастазам. 
Клітини F10.9, як і інші клітини В16, продукують 
чорний пігмент еумеланін і багаті на тирозиназу, 
перший фермент меланогенного шляху [Bertolotto 
et al, 1996]. 

Клітини F10.9 висівали в 96-лункові мікропла-
ншети при концентрації 30000 клітин/лунка і куль-
тивували протягом 3 днів в середовищі DMEM з 
10% FCS в присутності або у відсутність IL6R/IL6 в 
концентраціях 0,3-1мкг/мл. Екстрагували сумарну 
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клітинну РНК і аналізували за допомогою Нозерн-
блотів із зондами ДНК для МВР. У клітинах F10.9 
мРНК МВР були дуже сильно індуковані IL6R/IL6 
через 48 годин (Фіг.3А). Дослідження часового 
ходу показало, що збільшення РНК МВР почина-
лося через 12 годин після додавання химери 
IL6RIL6 до культур кпітин. 

Химера IL6RIL6 індукує не тільки експресію ге-
на МВР, але також фосфодіестерази циклічного 
2'3' АМФ або СNРази, яка є іншим компонентом 
мієліну і маркером диференційованих шванновсь-
ких клітин. Клітини також утворюють подовжені 
паростки на протилежних полюсах тіла клітини, і 
шикуються в культурах в довгі ряди як звичайні 
шванновські клітини. 

Несподівано IL6RIL6 перемикала фенотип клі-
тин F10.9 з клітин, що продукують меланін, на 
шванновські клітини, що продукують мієлін. Фер-
ментативна активність тирозинази і продукція ме-
ланіну повністю зникали через 48 годин після до-
давання химери IL6RIL6 до клітин. 

MITF є транскрипційним фактором, який акти-
вує ген тирозинази [Bertolotto et al, 1996]. Обробка 
клітин F10.9 химерою IL6RIL6 сильно репресує 
експресію гена MITF. Сам MITF трансактивується 
гомеотичним фактором транскрипції Рах-3 
(Watanabe et al. 1998), і вимірювання мРНК Рах-3 в 
клітинах F10.9, оброблених IL6RIL6, показали, що 
експресія Рах-3 знижується, починаючи з 6 годин і 
аж до 48 годин (Фіг.3В). Відомо, що Рах-3 репресує 
ген МБР (Kioussi and Gruss, 1996). Тому вплив 
химери IL6RIL6 можна приписати впливу на генну 
регуляцію гомеобоксного гена Рах-3, який експре-
сується під час розвитку ембріональних шваннов-
ських клітин перед мієлінізацією, і повинен бути 
репресований для того, щоб відбувалася мієліні-
зація. Крім того, в нервах, що дегенерують і деміє-
лінізуються Рах-3 знов експресується в шваннов-
ських клітинах, коли ці клітини перестають 
продукувати МБР. Тому дуже важливо, що 
IL6RTL6 може як репресувати Рах-3, так і виклика-
ти диференціювання шванновських клітин в кліти-
ни, що мієлінізують за допомогою індукції генів 
білків мієліну. 

Приклад 8: Ін'єкції IL6RIL6 в моделі хронічного 
рецидивуючого неуважного склерозу у мишей 

У мишей лінії SJL/J розвивається експеримен-
тальний аутоімунний енцефаломієліт (ЕАЕ) після 
імунізації 0,4мг бичачого МВР в неповному ад'ю-
ванті Фройнда, що містить 60мкг Mycobacterium 
tuberculosis H37Ra (Difco). Захворювання можна 
пасивно перенести сингенному реципієнту за до-
помогою внутрішньовенної ін'єкції 30 мільйонів 
клітин лімфатичного вузла, взятих через 10 днів 
після імунізації. Клінічні симптоми паралічу з'яв-
ляються через період часу від тижня до 10 днів. 
Після гострої фази слідують ремісії і рецидиви. 
Цим мишам ін'єкують IL6RIL6 внутрішньочеревно 
або підшкірно в дозах 1, 3 і 5мкг на мишу (маса 
тіла біля 25г). Ін'єкції вводять 4 рази на тиждень, 
щонайменше протягом 3 тижнів, починаючи або на 
3, або на 7 день після пасивного перенесення. При 
клінічній оцінці тварин слідували і проводили кла-
сифікацію за наступними критеріями: 1) втрата 
ригідності хвоста; 2) слабкість задніх кінцівок; 3) 
односторонній параліч кінцівок; 4) двосторонній 

параліч кінцівок; 5) летальність. Головний мозок і 
спинний мозок тварин досліджували за допомогою 
світлової мікроскопії після фарбування мієліну 
стійко блакитним люксолом. Можна встановити 
вплив IL6RIL6 на пониження клінічної міри хвороби 
і зменшення демієлінізації білої речовини головно-
го мозку. 

Приклад 9: Нейропротекторна дія химери IL6 
на нейротоксичність по відношенню до нейронів і 
олігодендроглії 

Органотипові культури надають унікальну 
стратегію, за допомогою якої можна дослідити 
багато які аспекти фізіології і патології головного 
мозку. Довготривалі культури зрізів гіпокампу, ра-
йону, залученого до кодування пам'яті і району, в 
якому виявляється рання дегенерація при хворобі 
Альцгеймера і ішемії, є особливо корисними в 
цьому відношенні, внаслідок виразності механізмів 
синаптичної пластичності (наприклад, довготрива-
лого потенціювання) і реагування на патологічні 
інсульти (наприклад, ексцитотоксичність). 

Культури готували, [як описано раніше Bahr et 
al. (Bahr 1995)], з невеликими модифікаціями. Гіпо-
кампи вирізали у пацюків Wistar восьмиденного 
віку, і зрізи товщиною 400мкм накладали на порис-
ту і прозору мембрану Міllісеll-СМ (Мillіроrе) і куль-
тивували в 6 лунках багатолункових планшетів. На 
кожну мембрану вміщували чотири зрізи. Середо-
вище для культивування складалася з 50% міні-
мально необхідного середовища (+25мМ HEPES, 
+4мМ NaHCO3, +NaOH pH7,2), 25% сироватки коня 
і 25% розчину Хенкса, глюкози (6,4г/л), пеніцилі-
ну/стрептоміцину (10мл/л), L-глутаміну (2мМ). Ку-
льтури тримали в 5% СО2-інкубаторі, встановле-
ному при температурі 37°С, щонайменше, 
протягом 3 тижнів до використання. Середовище 
міняли кожний тиждень. 

Зрізи гіпокампу піддавали впливу JL6 або хи-
мери IL6 при концентраціях в межах від 10пг/мл до 
10мкг/мл протягом 15хв., потім додавали 50мкМ 
NMDA ще протягом 30хв. Культури вміщували в 
свіже середовище з додаванням або без IL6 або 
химери IL6. Для кожної експериментальної точки 
використали щонайменше чотири зрізи. Загибель 
клітин, індуковану NMDA, оцінювали або через 1, 
або через 3-7 днів після експериментального пош-
кодження, інкубуючі культури протягом 1 години в 
свіжому середовищі, що містить йодит пропідію (РІ 
5мкл/мл). Завдяки своїм гідрофобним властивос-
тям РІ входить в зруйновані клітини і зв'язується з 
ядерним хроматином. Оцінювали червону флуо-
ресценцію, що випускається, (маркер загибелі клі-
тин), використовуючи інвертований флуоресцент-
ний мікроскоп (Zeiss), пов'язаний з камерою 
сполученого пристрою інтенсифікації заряду. Кіль-
кісну оцінку загальної флуоресценції проводили за 
допомогою системи аналізу зображення (Image 
Pro Plus). 

Виявлено, що як IL-6, так і химера IL-6 захи-
щають клітини гіпокампу від загибелі, індукованої 
NMDA. Виявлено, що через один день в культурі 
IL-6 в концентрації в межах від 0,1 до 10нг/мл за-
хищала приблизно 50%-30% нейронів, відповідно, 
тоді як химера IL-6 в концентрації в межах від 0,05 
до 1пг/мл захищала приблизно 40%-75% нейронів. 
Максимальна захисна дія химери IL-6 (захист 75% 
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клітин) спостерігалася при концентрації 0,5пг/мл 
(Фіг.3). 

Виявлено, що захисна дія IL-6 знижується зго-
дом. Життєздатність нервових клітин знижувалася 
після обробки, і через два дні захисна дія IL-6 збе-
рігалася тільки при концентрації 0,1нг/мл IL-6, при 
цьому захисна дія виявлялася тільки на 30% клі-
тин на 5 день. У протилежність цьому, химера IL-6 
в концентрації 0,5пг/мл володіла пролонгованою 
дією, зберігаючи приблизно 60% клітин на 5 день 
(Фіг.4). 

Присутність олігодендроцитів в органотипових 
зрізах визначали імуногістохімічним фарбуванням 
Gal-C, специфічним маркером олігодендроцитів. 
Через 2-3 тижні in vitro органотипові зрізи піддава-
ли 30-хвилинному впливу 50мкМ NMDA, який інду-
кує некротичну клітинну загибель клітин, присутніх 
в цих культурах. Дійсно, як було визначено за до-
помогою ОТ/ПЛР. після обробки NMDA в цих куль-
турах припинялася експресія всіх МБР, яка харак-
терна для олігодендроцитів. 

Активація іонотрофних рецепторів глутамату 
являє собою первинну подію в процесі нейроток-
сичності, ініційованої збуджуючими амінокислота-
ми. Первинні культури нейронів мозочка новона-
роджених пацюків (які містять >97% нейронів) 
використали для дослідження ефектів химери IL6 
на індуковану глутаматом нейротоксичність, і порі-
внювали з ефектами IL-6. 

Первинні культури зернистих клітин мозочка 
готували з пацюків Sprague-Dawley 8-денного віку, 
як описане [Pizzi et al. 1993]. Клітини висівали на 
чашки, покриті полі-L-лізіном і культивували в ос-
новному середовищі Ігла, що містить 10% інакти-
вованої теплом фетальної бичачої сироватки, глу-
тамін (2мМ), гентаміцин (50мкг/мл) і KСl (25мМ), 

при щільності 2,5 10
5
клітин/см

2
. Цитозинарабіно-

зид (10мкМ) додавали до культур через 18 годин 
після посіву, щоб не допустити проліферацію нер-
вових клітин. Експерименти проводили після куль-
тивування нейронів протягом 10 днів. 

Якщо не обумовлено особливо, культури під-
давали впливу 50мкМ глутамату протягом 15хв. в 
розчині Лока, не утримуючому Mg

++
. IL6 або химе-

ру IL6 додавали за 5хв. до обробки глутаматом. 
Потім в чашки повертали кондиціоноване культу-
ральне середовище при 37°С в атмосфері 95%-
повітря/5% СО2, і через 18-24 години вимірювали 
життєздатність клітин. 

Життєздатність клітин оцінювали через 18 го-
дин за допомогою прижиттєвого фарбування су-
мішшю діацетату флуоресцеїну і йодиду пропідію, 
як описано раніше (Pizzi et al. 1993). Процент ней-
ронів, що вижили в моношарі підраховували, оці-
нюючи співвідношення між фарбуванням діацета-
том флуоресцеїну (зелені життєздатні клітини) і 
фарбуванням діацетатом флуоресцеїну плюс йо-
дидом пропідію (сумарні клітини) на мікрофотог-
рафіях трьох репрезентативних полів кожного мо-
ношару. Значення брали для трьох аналогічних 
чашок. 

У той час як IL-6 не індукував захисної дії на 
зернисті клітини мозочка пацюків в межах доз від 
0,1 до 10нг/мл, химера IL-6 в концентрації 0,1пг/мл 
і 1пг/мл захищала, відповідно 40-20% нервових 
клітин від нейротоксичності, індукованої глутама-

том. 
Приклад 10: Вплив химери IL6R/IL6 на вижи-

ваність нейронів верхніх шийних гангліїв після ви-
далення NGF 

Нейропротекторну дія, що надається химерою 
IL6R/IL6, також досліджували в системі культиву-
вання периферичних нейронів. 

Нейрони верхніх шийних гангліїв (SCG) виді-
ляли з верхніх шийних гангліїв пацюків РО-Р3 (дні 
з 0 по 3 постнатального розвитку). Нейрони ви-
тримували протягом 4 днів в середовищі, утриму-
ючому 5% сироватки пацюків і NGF. NGF потрібно 
нейронам для виживання, оскільки позбавлення 
NGF приводить до загибелі клітин внаслідок індук-
ції апоптозу. Початкове середовище замінювали 
середовищем без NGF, що містить нейтралізуючі 
антитіла до фактора росту. У цій тимчасовій точці 
додавали 0,1 або 1мкг/мл химери IL6R/IL6 в 1% 
ДМСО в кінцевій концентрації. Культури витриму-
вали при 37°С протягом 24 годин. 

Вплив химери 1L6R/IL6 на виживаність нейро-
нів, позбавлених NGF, через 24 години обробки 
оцінювали за допомогою мікроскопії, а також на 
основі мітохондріальної активності клітин, яку ви-
мірювали в МТТ-аналізі, детально описаному 
Mosmann (1983). Концентрації химери IL6R/IL6, що 
використовуються не виявляли ніякої токсичної дії 
або дії на морфологію нейронів SCG, оброблених 
NGF. 

Додавання химери IL6R/IL6 в концентрації 
100нг/мл і 1мкг/мл спасало до 40% нейронів SCG 
від нейронної загибелі, яка була індукована вида-
ленням NGF, як можна бачити за результатами 
МТТ-аналізу (Фіг.6). Таким чином, химера IL6R/IL6 
володіє нейропротекторною дією на периферичні 
нейрони, свідчачи про активність при нейродеге-
неративних захворюваннях, подібних, наприклад, 
хворобі Альцгеймера, хвороби Паркінсона або 
БАС (бічному аміотрофічному склерозу). 

Тепер, після повного опису винаходу, фахів-
цям в даній області буде зрозуміло, що те ж саме 
можна виконувати в широких межах еквівалентних 
параметрів, концентрацій і умов, не відходячи від 
суті і не виходячи за рамки винаходу і без надмір-
ного експериментування. 
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