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(57) 1. Застосування IL-1F7b, здатного зв'язувати-
ся з IL-18R і IL-18BP, разом з IL-18ВР для вироб-
ництва лікарського засобу для лікування або про-
філактики метастазів, вірусних інфекцій або
запальних захворювань, вибраних з летальності,
пов'язаної з ендотоксином (сепсису), пошкодження
печінки, індукованого токсинами або активованими
Т-клітинами, або гепатиту С, артриту, ушкодження
легень, псоріазу, запального захворювання кише-
чнику, ушкодження головного мозку, ішемічного
ушкодження, дисфункції серця або невриту.
2. Застосування за п. 1 для лікування або профі-
лактики запальних захворювань, вибраних з лета-
льності, пов'язаної з ендотоксином (сепсису),
ушкодження печінки, індукованого токсинами або
активованими Т-клітинами, або гепатиту С, артри-
ту, ушкодження легень, псоріазу, запального за-
хворювання кишечнику, ушкодження головного
мозку, ішемічного ушкодження, дисфункції серця й
невриту.
3. Застосування за п. 1 для профілактики утворен-
ня метастазів.

4. Застосування за будь-яким з попередніх пунктів,
в якому IL-1F7b вводять системно, підшкірно і/або
внутрішньом'язово.
5. Застосування вектора, який містить кодуючу
послідовність IL-1F7b, здатного зв'язуватися з IL-
18R і IL-18BP, разом з IL-18BP для виробництва
лікарського засобу для лікування або профілакти-
ки метастазів, вірусних інфекцій або запальних
захворювань, вибраних з летальності, пов'язаної з
ендотоксином (сепсису), ушкодження печінки, ін-
дукованого токсинами або активованими Т-
клітинами, або гепатиту С, артриту, ушкодження
легень, псоріазу, запального захворювання кише-
чнику, ушкодження головного мозку, ішемічного
ушкодження, дисфункції серця і невриту.
6. Застосування за п. 5 для профілактики утворен-
ня метастазів.
7. Застосування за будь-яким з пп. 5-6, в якому
вектор, що кодує IL-1F7b, вводять системно, під-
шкірно і/або внутрішньом'язово.
8. Застосування вектора для ендогенної генної
активації IL-1F7b, здатного зв'язуватися з IL-18R і
IL-18BP, разом з IL-18BP для лікування або профі-
лактики метастазів, вірусних інфекцій або запаль-
них захворювань, вибраних з летальності, пов'я-
заної з ендотоксином (сепсису), ушкодження
печінки, індукованого токсинами або активованими
Т-клітинами, або гепатиту С, артриту, ушкодження
легень, псоріазу, запального захворювання кише-
чнику, ушкодження головного мозку, ішемічного
ушкодження, дисфункції серця і невриту.
9. Застосування за п. 8 для профілактики утворен-
ня метастазів.
10. Застосування за будь-яким з пп. 8-9, в якому
вектор вводять системно, підшкірно і/або внтуріш-
ньом'язово.
11. Застосування інгібітора IL-lF7b, здатного зв'я-
зуватися з IL-18R і IL-18BP, разом з IL-18ВР для
виробництва лікарського засобу для лікування або
профілактики метастазів, вірусних інфекцій або
запальних захворювань, вибраних з летальності,
пов'язаної з ендотоксином (сепсису), ушкодження
печінки, індукованого токсинами або активованими
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Т-клітинами, або гепатиту С, артриту, ушкодження
легень, псоріазу, запального захворювання кише-
чнику, ушкодження головного мозку, ішемічного
ушкодження, дисфункції серця і невриту.

12. Застосування за п. 11 для лікування або про-
філактики вірусного захворювання.
13. Застосування за п. 11 для лікування або про-
філактики злоякісної пухлини.

Даний винахід відноситься до застосування
цитокіну, здатного зв'язувати IL-18-зв'язуючий бі-
лок та інгібувати активність другого цитокіну, при-
чому другий цитокін є членом сімейства IL-1.

У 1989 р. була описана сироваткова активна
речовина, індукована ендотоксином, яка індукува-
ла інтерферон-g (IFN-g),  отриманий із клітин селе-
зінки миші [Nakamura et al., 1989]. Дана сироватко-
ва активна речовина не діяла як агент, який
напряму індукує IFN-g, а скоріше як стимулятор,
що діє спільно з IL-12, IFN-a/b, TNF або мітогена-
ми. Спроба виділити дану активність із сироватки
миші після впливу ендотоксину виявила вочевидь
гомогенний білок масою 50-55кДа [Nakamura et al.,
1993].  Оскільки інші цитокіни можуть діяти як спі-
льні стимулятори вироблення IFN-g, нездатність
нейтралізуючих антитіл проти IL-1, IL-4, IL-5, IL-6
або TNF нейтралізувати вказану сироваткову ак-
тивність передбачала, що це є іншим фактором. У
1995 р. ті ж дослідники показали, що індукований
ендотоксином спільний стимулятор вироблення
IFN-g присутній в екстрактах печінки мишей, попе-
редньо підданих впливу P.acnes [Okamura et al.,
1995]. На даній моделі популяція макрофагів печі-
нки (купферівських клітин)  розширюється,  і для
даних мишей низька доза бактеріального ліпополі-
сахариду (LPS), яка для мишей, що не зазнавали
попереднього впливу, не є летальною, стає лета-
льною. Чинник, названий IFN-g-індукуючим факто-
ром (IGIF) і пізніше позначений як інтерлейкін-18
(IL-18), був виділений в гомогенному стані з 1200
грамів печінки мишей, що зазнали впливу P.acnes.
Вироджені олігонуклеотиди, отримані з амінокис-
лотних послідовностей виділеного IL-18, викорис-
товували для клонування мишачої кДНК IL-18
[Okamura et al., 1995]. Матричні РНК для IL-18 та
інтерлейкіну-12 (IL-12) легко виявляються в акти-
вованих макрофагах. IL-18 сам по собі не індукує
IFN-g, але діє, головним чином, як спільний з міто-
генами або IL-12 стимулятор. У 1996 р. було по-
відомлення про послідовність людської ДНК для
IL-18.

Інтерлейкін IL-18 має спільні структурні риси з
сімейством білків IL-1 [Nakamura et al., 1993, Oka-
mura et al., 1995, Ushio et al., 1996 і Bazan et al.,
1996]. Ha відміну від більшості інших цитокінів, які
мають чотириспіральну пучкову структуру, IL-18 і
IL-1b мають цілком b-складчасту пластинчасту
структуру [Tsutsui et al., 1996]. Подібно до IL-lb, IL-
18 синтезується як біологічно не активний попере-
дник (proIL-18), що не має сигнального пептиду
[Ushio et al., 1996]. Попередники IL-1b і IL-18 роз-
щеплюються каспазою-1 (IL-ib-перетворюючим
ферментом або ICE), яка розщеплює попередники
після залишку аспарагінової кислоти на позиції Р1.
Утворені зрілі цитокіни легко вивільняються з клі-
тини [Ghayur et al., 1997, і Gu et al., 1997].

IL-18 являє собою спільний стимулятор виро-
блення цитокінів (IFN-g, IL-2 і гранулоцитарно-
макрофагального колонієстимулюючого фактора)
клітинами Т-хелперного типу 1 (Th1) [Kohno et al.,
1997], а також спільний стимулятор FAS-
лігандопосередкованої цитотоксичності клонів на-
туральних мишачих клітин-кілерів [Tsutsui et al.,
1996].

Лімфоцити Th1 беруть участь в імунних відпо-
відях проти пухлин [Seki et al., 2000]. Th1 відповіді
включають секрецію цитокінів IL-2, IL-12, IL-18 і
IFN-g, a також дегенерацію специфічних цитоток-
сичних Т-лімфоцитів, які розпізнають конкретні
пухлинні антигени.  Th1  відповідь є також життєво
важливою зброєю для захисту організму-хазяїна
від багатьох мікроорганізмів. Однак, Th1 відповідь
також може бути пов'язана з небажаними ефекта-
ми, такими як розвиток декількох аутоімунних за-
хворювань, запалення і відторгнення трансплан-
тованого органу.

Цитокінзв'язувальні білки (розчинні цитокінові
рецептори) звичайно являють собою позаклітинні
лігандзв'язувальні домени відповідних їм цитокіно-
вих рецепторів клітинної поверхні. Вони виробля-
ються як шляхом альтернативного сплайсингу, так
і шляхом протеолітичного розщеплення рецептора
клітинної поверхні. Вказані розчинні рецептори
були описані раніше: наприклад, розчинні рецеп-
тори IL-6 і IFN-g [Novick et al., 1989], TNF [Engel-
mann et al., 1989, і Engelmann et al., 1990], IL-1 та
IL-4 [Maliszewski et al., 1990], IFN-a/b [Novick et al.,
1994, Novick et al., 1992]. Один цитокінзв'язуваль-
ний білок, названий остеопротегерином (OPG,
відомий також як фактор інгібіції остеокластів -
OCIF), член сімейства TNFR/Fas, вочевидь, є пе-
ршим прикладом розчинного рецептора, який існує
тільки як секретований білок [Anderson et al., 1997,
Simonet et al., 1997, Yasudaetal., 1998].

Інтерлейкін-18-зв'язуючий білок (IL-18BP) був
виділений по спорідненості на колонці з IL-18 з
сечі [Novick et al., 1999]. IL-18BP відміняє виклика-
ну IL-18 індукцію IFN-g і IL-8, активацію NF-кВ in
vitro та індукцію IFN-g in vivo. IL-18BP являє собою
розчинний циркулюючий білок, який конститутивно
експресується в селезінці, і належить до суперсі-
мейства імуноглобулінів. Найбільш широко поши-
рена ізоформа IL-18BP, сплайсована варіантна
ізоформа а, має високу спорідненість з IL-18 з
швидкою швидкістю включення і повільною швид-
кістю виключення і константою дисоціації (Kd)
приблизно 400пМ [Kim et al., 1999].

Залишки, що беруть участь по взаємодії IL-18 і
IL-18BP, були описані за допомогою використання
комп'ютерного моделювання [Kim et al., 1999] і
основані на взаємодії IL-1b і IL-1R типу І [Vigers et
al., 1997]. На моделі зв'язування IL-18 з IL-18BP
залишок Glu (Е) на позиції 42 і залишок Lys (К) на
позиції 89 IL-18, як передбачали, зв'язуються з
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Lys-130 і Glu-114 в IL-18BP, відповідно [Kim et al.,
1999].

IL-18BP конститутивно присутній в багатьох
клітинах [Puren et al., 1999] і циркулює у здорових
людей [Urushihara et al., 2000]. Висока спорідне-
ність IL-18BP з IL-18, а також висока концентрація
IL-18BP, виявлена в циркуляції (молярне переви-
щення в 20 раз в порівнянні з IL-18), представля-
ють унікальну ситуацію в біології цитокінів.  Таким
чином, було висловлене припущення, що біль-
шість, якщо не всі, молекул IL-18 в циркуляції зв'я-
зані з IL-18BP. Циркулюючий IL-18BP, який конку-
рує з рецепторами клітинної поверхні для IL-18,
може діяти як природна протизапальна і імунодеп-
ресантна молекула.

Вірусні агенти кодують ІL-18ВР-подібні білки,
наприклад, вірусні білки M.contagiosum MC53 і
МС54 володіють значною гомологічністю з IL-18BP
ссавців [Novick et al., 1999]. Білки M.contagiosum
MC53 і МС54 мають здатність зв'язувати і нейтра-
лізувати людський IL-18, що подібна до вказаної
здатності IL-18BP [Xiang і Moss, 1999]. Білок покс-
вірусу ектромелії р13, який є гомологічним з IL-
18BP, зв'язує людський IL-18 та інгібує його актив-
ність in vitro. У мишей, інфікованих делеційним
мутантним вірусом р13, спостерігалися знижені
рівні інфекційності [Born et al., 2000]. Таким чином,
ступінь інфекційності,  як виявляється,  корелює з
присутністю вірусного IL-18BP.

Високі рівні циркулюючого IL-18BP можуть бу-
ти природним захистом проти надмірних Тhl-
відповідей на інфекцію і розвитку аутоімунних за-
хворювань.

Цитокіни сімейства IL-1, включаючи IL-8, ма-
ють ряд протизапальних і імунорегуляторних вла-
стивостей під час первинної і повторної відповіді
на інфекцію [Dinarello, 1996 і Nakanishi, 2001].
Шість нових членів генного сімейства інтерлейкіну-
1 (IL-1) були відкриті в результаті вивчення бази
даних експресованих мічених послідовностей [Bar-
ton, 2000, Busfield, 2000, Debets, 2001, Kumar,
2000, Lin, 2001, Mulero, 1999, Pan, 2001 і Smith,
2000]. Вказані білки мають загальний b-
порожнистий профіль, що складається з 12 ниток, і
значну амінокислотну гомологічність з антагоніс-
том рецепторів IL-1 (IL-1Ra), IL-1b і IL-18. Вказані
нові члени сімейства IL-1 отримані від загального
попередника, як і IL-1 і IL-18 [Nicklin, 2002, Taylor,
2002]. За винятком IL-18, кожен знаходиться на
одній і тій самій області людської хромосоми 2
[Nicklin, 2002, Mulero, 2000, Taylor, 2002 і Busfield,
2000]. Біологічна функція даних гомологів IL-1 до
цього часу невідома. Було описано п'ять різних
сплайсованих варіантів нового гомолога IL-1 IL-IH4
(IL-1F7a-e) [Busfield, 2000, Kumar, 2000, Pan, 2001,
Smith, 2000, Taylor, 2002]. Перша описана ізофор-
ма, IL-lF7a, має унікальний N-кінець, що склада-
ється з екзону 3  гена IL-1  F7,  який відсутній в ін-
ших сплайсованих варіантах гена. Короткі
ізоформи IL-1F7c, IL-1F7d і IL-1F7e не мають екзо-
ну 4, 2 або обох, відповідно. Тільки IL-lF7b і с, що
містять екзон 1 і 2, експресують N-кінцевий продо-
мен, який має потенційний сайт (сайги) розщеп-
лення каспазою-1 (ICE) [Kumar, 2002]. Крім вказа-
них сплайсованих варіантів, в IL-lF7b існують
амінокислотні поліморфізми (V31G і А42Т), осно-

вані на мутаціях двох пар нуклеотидів в екзоні 2
[Kumar, 2002, Pan, 2001]. Незважаючи на вивчення
обширної бази даних і секвенування локусу гена
IL-1, мишачий гомолог IL-1 H4 досі не виявлений.
IL-lF7b має значну гомологічність послідовності з
IL-18. Відмінною ознакою активності IL-18 є його
здатність індукувати IFN-g в Т-клітинах або нату-
ральних кіл ерах (NK) в присутності IL-2, IL-12 або
IL-15 як спільного стимулятора. Активність IL-18
опосередковується комплексом IL-18R, що скла-
дається з IL-18R.cc, який закінчується лігандзв'я-
зувальним ланцюгом [Torigoe, 1997], і IL-18(3, що
закінчується сигнальним ланцюгом (3) [Born, 1998,
Kim, 2001]. Після зв'язування з ланцюгом IL-18Ra і
утворення гетерокомплексу з ланцюгом IL-18Rb,
IL-18 індукує активацію кінази, зв'язаної з рецепто-
ром IL-1, і фактора 6, зв'язаного з рецептором TNF
(TRAF-6). Вказані активовані кінази в кінцевому
результаті приводять до транслокації ядерного
фактора k-В (NF-kB) (Matsumoto, Robinson). IL-
lF7b, як повідомляється, зв'язується з IL-18Ra, за
результатами дослідження рецепторів pulldown
assay [Pan, 2001] або досліджень зв'язування з
використанням комп'ютерного чіпа (BiaCoreâ)
[Mulero, 2000]. Достовірне, але низькоафінне зв'я-
зування Kd=130мМ спостерігалося тільки для зрі-
лої форми IL-lF7b, без пропептиду, що передбачає
біологічний зв'язок з процесингом IL-lF7b зі сторо-
ни ICE [Kumar, 2002]. Незважаючи на зв'язування з
IL-18Ra, не було показано активності, подібної до
IL-18, або антагоністичної активності як попере-
дника, так і зрілого IL-lF7b [Pan, 2001, Kumar,
2002].

Було висловлене припущення про те, що ін-
терлейкін IL-18 бере участь в розвитку патогенно-
сті при хронічних запальних захворюваннях, вклю-
чаючи ендотоксиновий шок, гепатит і аутоімунний
діабет [Kahiwamura і Okamura, 1998]. Подальші
вказівки на можливу роль IL-18 в розвитку ушко-
дження печінки були отримані з експериментів,
опублікованих Tsuij et al. [Tsuij et al., 1999], які по-
казали підвищений рівень IL-18 при індукованому
ліпополісахаридами гострому ушкодженні печінки
у мишей. Однак, механізм багатофункціонального
фактора IL-18 при розвитку ушкодження печінки
досі не освітлений.

Ураження або ушкодження печінки може мати
різноманітні причини. Це може відбуватися через
вірусні або бактеріальні інфекції, зловживання
алкоголем, імунні розлади або, наприклад, злоякі-
сні пухлини.

Вірусні гепатити, викликані вірусом гепатиту В
і вірусом гепатиту С,  наприклад,  являють собою
захворювання, що погано піддаються лікуванню,
які уражають велику кількість людей у всьому світі.
Кількість відомих вірусів гепатиту постійно росте.
Крім вірусів гепатиту В і С, щонайменше чотири
інших віруси, що викликають вірусний гепатит,
були відкриті до теперішнього часу, названі віру-
сами гепатиту A, D, Е і G.

Алкогольне захворювання печінки являє со-
бою інше широко поширене захворювання печінки,
пов'язане з хронічним вживанням алкоголю. Імун-
ний гепатит являє собою рідке аутоімунне захво-
рювання, яке погано піддається лікуванню. Ушко-
дження печінки включає також ураження жовчних
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протоків. Первинний біліарний цироз (РВС) являє
собою аутоімунне захворювання печінки, яке хара-
ктеризується деструкцією внутрішньопечінкових
жовчних протоків.

Декілька досліджень показали, що ушкоджен-
ня печінки при таких захворюваннях, як алкоголь-
ний гепатит, цироз печінки, вірусний гепатит і пер-
винний біліарний цироз, пов'язане з відповідями з
боку клітин Т-хелперів-1 (Тh1). В одному дослі-
дженні була розроблена нова модель ушкодження
печінки на мишах шляхом націлення ліпосом, що
містять овальбумін, в печінку, з подальшим адоп-
тивним перенесенням овальбумін-специфічних
клітин Тh1. Комбінований вплив на мишей ліпосо-
мами, що містять овальбумін, і перенесенням клі-
тин Тh1 спричиняло підвищення активності сиро-
ваткових трансаміназ, яке спостерігалося
паралельно з підвищенням сироваткових рівнів
IFN-g. Різким контрастом було те, що перенесення
овальбумін-специфічних клітин Th2 приводило до
підвищення рівнів IL-4, але не індукувало ушко-
дження печінки. Ушкодження печінки блокувалося
антитілами проти IFN-g і антитілами проти фактора
некрозу пухлин (TNF)-a. Вказані факти свідчать
про те, що клітини Тh1 є головними ефекторними
клітинами при гострому ушкодженні печінки [Ni-
shimura і Ohta, 1999]. В іншій серії досліджень було
показано, що у мишей з надмірною експресією
IFN-g спостерігається спонтанний гепатит, при від-
сутності якого б то не було патогена або будь-
якого іншого подразника [Okamoto et al., 1998].

Інше дослідження включало вивчення відпові-
дей Тh1 при первинному біліарному цирозі (РВС).
РВС являє собою аутоімунне захворювання печін-
ки, що характеризується деструкцією внутрішньо-
печінкових жовчних протоків. Звичайно вважають,
що клітинні імунні механізми, особливо із залучен-
ням Т-клітин, приводять до ушкодження жовчних
протоків. Відносна сила відповідей Тh1 і Тh2, як
припустили нещодавно, є важливим чинником па-
тофізіології різних аутоімунних захворювань. У
даному дослідженні баланс субпопуляцій при РВС
оцінювали шляхом виявлення цитокінів, специфіч-
них для двох субпопуляцій Т-клітин, тобто, IFN-g
для клітин Th1 і IL-4 для клітин Th2. Клітини, пози-
тивні за матричною РНК (мРНК) IFN-g і IL-4, підра-
ховували в зрізах печінки від 18 пацієнтів з РВС і
35 контролів захворювання, включаючи хронічний
активний гепатит С, позапечінкову біліарну об-
струкцію і нормальну печінку, з використанням
неізотопної гібридизації і імуногістохімічного аналі-
зу in situ. Мононуклеарні клітини, що експресують
мРНК IFN-g і IL-4, були агреговані в запалених
портальних шляхах печінки з РВС, але рідко були
присутніми в зрізах печінки при позапечінковій
біліарній обструкції, алкогольному фіброзі або но-
рмальній печінці. Клітини, позитивні за мРНК IFN-g
і IL-4, в печінці з РВС виявляли в достовірно більш
високих кількостях, ніж в контрольній печінці
(Р<0,01). Крім того, експресія мРНК IFN-g виявля-
лася частіше,  ніж експресія IL-4  в печінці з РВС,  і
рівні експресії мРНК IFN-g тісно корелювали з сту-
пенем портальної запальної активності. Клітини,
позитивні за мРНК IFN-g виявляли, головним чи-
ном, навколо ушкоджених жовчних протоків, які

були оточені лімфоїдними агрегатами. Дані пока-
зують, що клітини Th1 є найбільш поширеною суб-
популяцією Т-клітин в лімфоїдних інфільтратах
при РВС [Harada et al., 1997]. Цитокіновий профіль
для розпізнавання вірусних антигенів, як вважа-
ють, має виражений вплив на вихід вірусних інфе-
кцій і вірусний кліренс. В одному дослідженні ви-
вчали, чи відіграє роль дисбаланс цитокінів,
орієнтований у бік відповіді типу Th2, при хроніч-
ному гепатиті В. Цитокінові профілі мононуклеар-
них клітин периферичної крові, пов'язані з хроніч-
ним гепатитом В, аналізували з допомогою RT-
PCR. Після стимуляції поверхневим антигеном
гепатиту В (HbsAg)  експресію IFN-g, IL-2, IL-4 і IL-
10 виявляли у 41%,  8%,  41% і 50% пацієнтів,  від-
повідно. Серед вказаних цитокінів експресія Th1
цитокіну IFN-g була пов'язана з високими рівнями
сироваткових АСТ/АЛТ (аспартатамінотрансфера-
зи/аланінамінотрансферази), які є типовими мар-
керами ушкодження печінки. Не було виявлено
захисного ефекту відносно гепатитів, що виклика-
ються цитокінами типу Th2.  На закінчення,  вироб-
лення цитокіну Th1, IFN-g, HbsAg-реактивними
клітинами було пов'язане з ушкодженням гепато-
цитів при хронічному гепатиті В [Lee et al., 1999].
Високі рівні ліганду FAS і його рецептора (CD95)
були виявлені в печінці пацієнтів з гепатитом В
[Luo et al., 1997]. Ліганд FAS вважають одним з
головних цитотоксичних агентів, який приводить
до апоптозу гепатоцитів.

В іншому дослідженні ідентифікували факто-
ри, пов'язані з прогресуванням ушкодження печін-
ки у 30 пацієнтів, позитивних по вірусу гепатиту
С/РНК (HCV/RNA), з хронічним гепатитом. Некро-
тичне/запальне і структурне ушкодження оцінюва-
ли з використанням шкали Ishak. Активовані печін-
кові зірчасті клітини (HSC) візуалізували
імуногістохімічним аналізом на гладком'язевий a-
актин (a-SMA) і визначали їх кількість морфомет-
рично.  HCV/RNA в плазмі крові оцінювали з вико-
ристанням методики конкурентної RT-PCR. Для
того, щоб вивчити тип імунної відповіді, що бере
участь в прогресуванні ушкодження печінки, IFN-g-
позитивні клітини (як експресія Тh1-подібної відпо-
віді) оцінювали з використанням імуногістохімічно-
го аналізу визначали їх кількість морфометрично.
Було встановлено, що HSC виявляли, головним
чином, поблизу від областей лобулярного некро-
зу/запалення або від вистілки фіброзних перего-
родок. Паренхіма, позитивна по a-SMA і сіріусу
червоному, корелювала достовірно з сумою балів
по некрозу/запаленню і структурному ушкодженню.
IFN-g-позитивні клітини виявляли в перипорталь-
них областях, пов'язаних з запальними інфільтра-
тами, і вони достовірно корелювали зі структурним
ушкодженням. Таким чином, був зроблений висно-
вок про те, що активація HSC і прогресування
ушкодження печінки пов'язані з Th1-подібною від-
повіддю [Ваrоnі et аl., 1999]. Подібно до випадку з
гепатитом В, FAS ліганд і його рецептор були ви-
явлені в печінці і сироватці крові пацієнтів з гепа-
титом С [Hiramatsu et al., 1994; Okazaki et al., 1996;
Lioetal, 1998].

Цитокіни Th1 та інші маркери Th1, як було
встановлено, пов'язані з алкогольним гепатитом і
цирозом печінки. Запальні подразники і перекисне
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окислення ліпідів активують нуклеарний фактор kВ
(NF-kВ) і підвищують вироблення прозапальних
цитокінів і хемокінів. В одному дослідженні оціню-
вали взаємовідносини між патологічним ушко-
дженням печінки, ендотоксемією, перекисним оки-
сленням ліпідів і активацією NF-кВ і дисбалансом
між про- і протизапальними цитокінами. Щурам (5
на групу) давали етанол і корм, що містив насиче-
ний жир, пальмову олію, кукурудзяну олію або ри-
б'ячий жир через шлунковий зонд, У контрольних
мишей етанол ізокалорично замінювала декстро-
за. Виконували патологоанатомічний аналіз і здій-
снювали визначення ендотоксину, перекисного
окислення ліпідів, NF-kВ і рівні матричної РНК
(мРНК) прозапальних цитокінів (TNF-a, IL-Ібета,
IFN-g і IL-12), С-С хемокінів (регуляцію після акти-
вації, нормальну експресію і секрецію Т-клітинами
[RANTES], моноцитарний хемотаксичний білок
[МСР]-1, макрофагальний запальний білок [МІР]-1-
a), С-Х-С хемокінів (індукований цитокінами нейт-
рофільний хемоаттрактант [CINC], МІР-2, IP-10 і
епітеліальний нейтрофіл-активуючий білок [ENA]-
78) і протизапальних цитокінів (IL-10, IL-4 і IL-13).
Активація NF-kВ і підвищена експресія прозапаль-
них цитокінів С-С і С-Х-С хемокінів спостерігалася
у щурів, що мають некротично-запальне ушко-
дження (риб'ячий жир-етанол і кукурудзяна олія-
етанол). У даних групах також спостерігалися най-
більш високі рівні ендотоксину і перекисного окис-
лення ліпідів. Рівні мРНК IL-10 і IL-4 були нижчі в
групі із запальним ушкодженням печінки. Таким
чином, активація NF-kB спостерігається в присут-
ності прозапальних подразників і приводить до
підвищення експресії Тh1 прозапальних цитокінів і
хемокінів [Naji et al., 1999]. FAS ліганд і його реце-
птор також підвищені при алкогольних захворю-
ваннях печінки,  що знову наводить на думку про
те, що цитокіни Тh1 беруть участь в аутоімунних
процесах, індукованих при алкогольному гепатиті
[Galle et al., 1995; Taieb et al., 1998; Fiore et al.,
1999].

TNF-a також виникав як поширений шлях при
патогенезі пов'язаного з алкоголем некрозу-
запалення печінки. Підвищені рівні печінкового і
сироваткового TNF були зафіксовані документа-
льно у експериментальних тварин з алкогольним
захворюванням печінки і при алкогольному захво-
рюванні печінки у людини. Було висловлене при-
пущення про те, що вказана дизрегуляція метабо-
лізму TNF відіграє роль в багатьох метаболічних
ускладненнях і ушкодженні печінки при алкоголь-
ному захворюванні печінки [Grove et al., 1997;
McClain and Cohen, 1989]. Наприклад, в одному
дослідженні було встановлено, що пацієнти з ал-
когольним гепатитом мають більш високі рівні
TNF-a (в середньому 26,3нг/л; 95% СІ, від 21,7 до
30,9), ніж у нормальних суб'єктів (6,4нг/л; СІ, від
5,4 до 7,4). Пацієнти, які згодом вмирали, мали
більш високий рівень TNF-a (34,7нг/л; СІ, від 27,8
до 41,6), ніж ті, які виживали (16,6нг/л; СІ, від 14,0
до 19,2). У пацієнтів з алкогольним гепатитом рівні
TNF-a позитивно корелювали з сироватковим білі-
рубіном (r=0,74; Р=0,0009) та із сироватковим кре-
атиніном (r=0,81; Р=0,0003). Пацієнти з алкоголь-
ним гепатитом мали більш високі рівні TNF-a в

порівнянні з пацієнтами з неактивним алкогольним
цирозом (11,1нг/л; СІ, від 8,9 до 13,3) та з особа-
ми, що зловживають алкоголем, без захворювання
печінки (6,4нг/л; СІ, від 5,0 до 7,8). Пацієнти з по-
рушеною функцією нирок мали більш низькі рівні
TNF-a (14,1нг/л; СІ, від 5,4 до 22,8), ніж у пацієнтів
з алкогольним гепатитом. Таким чином, був зроб-
лений висновок про те, що підвищення TNF-a при
алкогольному гепатиті найбільш виражене у важ-
ких випадках, що наводить на думку про те, що
TNF-a грає роль в патогенезі [Bird et аl., 1990].

TNF опосередковує багато з біологічних дій
ендотоксину. Нещодавні дослідження показали,
що введення TNF може викликати ушкодження
печінки і що TNF може опосередковувати леталь-
ність гепатотоксину галактозаміну. Одним з най-
більш могутніх індукторів TNF є ендотоксин. Оскі-
льки у пацієнтів з алкогольним захворюванням
печінки часто спостерігається ендотоксемія, і оскі-
льки багато клінічних проявів алкогольного гепати-
ту являють собою відомі біологічні дії TNF,  його
активність оцінювали у пацієнтів з алкогольним
гепатитом. Базальне і стимульоване ліпополісаха-
ридами вивільнення TNF з моноцитів периферич-
ної крові, головного джерела вироблення TNF,
визначали у 16 пацієнтів з алкогольним гепатитом
і у 16 здорових добровольців. У восьми з 16 паціє-
нтів з алкогольним гепатитом і тільки у двох із 16
здорових добровольців була спонтанна активність
TNF, що піддавалася виявленню (р менше за
0,05). Після стимуляції ліпополісахаридами серед-
нє вивільнення TNF з моноцитів пацієнтів з алко-
гольним гепатитом достовірно зростало більш ніж
в два рази в порівнянні зі здоровими контролями
(25,3±-3,7 проти 10,9±-2,4 одиниці на мл, р менше
0,005). Таким чином, був зроблений висновок про
те, що моноцити від пацієнтів з алкогольним гепа-
титом мали достовірно підвищене спонтанне і
стимульоване ліпополісахаридами вивільнення
TNF в порівнянні з моноцитами від здорових доб-
ровольців [McClain and Cohen, 1989].

Ліпополісахарид(LPS)-зв'язуючий білок (LBP) і
CD 14 відіграють ключову проміжну роль в актива-
ції клітин ендотоксином. Було висловлене припу-
щення про те, що отриманий з кишечнику LPS бе-
ре участь в прогресуванні патологічного
ушкодження печінки при алкогольному захворю-
ванні печінки. Було показано, що пацюки, яким
давали через шлунковий зонд етанол в олії протя-
гом 4  тижнів,  мали підвищені рівні CD  14  і LBP  в
купферівських клітинах і гепатоцитах, відповідно.
Експресія мРНК CD 14 була також підвищена в
немієлоїдних клітинах. Підвищена експресія LBP і
CD 14 швидко підвищує LPS-індуковану експресію
різних прозапальних цитокінів і корелює з наявніс-
тю патологічного ушкодження печінки при алкого-
льному ушкодженні печінки [Su et al., 1998; Lukkari
et al., 1999].

Артрит являє собою захворювання, що вклю-
чає запалення суглобів. У суглобах спостерігаєть-
ся припухання, ригідність, болючість, почервоніння
або гіпертермія. Симптоми можуть супроводжува-
тись зниженням маси тіла, лихоманкою або слаб-
кістю. У випадку, коли вказані симптоми тривають
більше двох тижнів, причиною може бути запаль-
ний артрит, наприклад, ревматоїдний артрит. За-



11 86750 12
палення суглобів також може викликати інфекція,
яка може приводити до септичного артриту. Дуже
поширеним типом артриту є дегенеративне захво-
рювання суглобів (остеоартрит).

Лікарськими засобами, які найчастіше призна-
чають при артриті і споріднених станах, є нестеро-
їдні протизапальні засоби (НПЗЗ - NSAID). НПЗЗ
включають аспірин і аспіриноподібні лікарські за-
соби. Вони зменшують запалення, яке є причиною
болю в суглобах, ригідності і припухання суглобів.
Однак, НПЗЗ являють собою неспецифічні лікар-
ські засоби, що мають ряд побічних ефектів, вклю-
чаючи шлункову кровотечу [Сторінка в інтернеті по
артриту відділення ортопедії Вашингтонського
університету, Frederick Matsen (голова),
www.orthop.washington.edu]. Крім НПЗЗ, Cele-
brexä, інгібітор циклооксигенази (СОХ-2), викорис-
товується для полегшення ознак і симптомів ос-
теоартриту і ревматоїдного артриту у дорослих
людей. Він також показаний для лікування пацієн-
тів з вродженим сімейним аденоматозним поліпо-
зом.

У WO 01/00229 описана комбінація антагоніс-
тів фактора некрозу пухлин (TNF) та інгібіторів
СОХ-2 для лікування запалення.

Антагоністи TNF використовуються також для
лікування артриту. Антагоністи TNF описані, на-
приклад, в WO 9103553.

Дослідження показують, що інтерлейкін IL-18
відіграє прозапальну роль в метаболізмі суглобів.
Olee et al. (1999) показали, що IL-18 виробляється
хондроцитами суглобів і індукує прозапальну і ка-
таболічну відповіді. мРНК IL-18 була індукована IL-
18 в хондроцитах. Хондроцити виробляли попере-
дник IL-18, і у відповідь на стимуляцію IL-1 секре-
тували зрілу форму IL-18. Вивчення впливу IL-18
на хондроцити далі показало, що він інгібує TGF-b-
індуковану проліферацію і підвищує вироблення
оксиду азоту. IL-18 стимулював експресію декіль-
кох генів в нормальних хондроцитах суглобів лю-
дини, включаючи індуковану синтазу оксиду азоту,
індуковану циклооксигеназу, IL-6 і стромелізин.
Експресія генів була пов'язана з синтезом відпові-
дних білків. Дія IL-18 на нормальний суглобовий
хрящ людини підвищувала вивільнення глікозамі-
ногліканів. Вказані відкриття ідентифікували IL-18
як цитокін, який регулює відповіді хондроцитів і
робить свій внесок в деградацію хряща.

Локалізація інтерлейкін-b-перетворюючого
ферменту (ІСЕ)/каспази-1 в остеоартритичних тка-
нинах людини і його роль в дозріванні інтерлейкі-
ну-ібета і інтерлейкіну-18 була показана Saha et al.
(1999). Saha et al. вивчали експресію і вироблення
каспази-1 в нормальному і остеоартритичному
(ОА) хрящі і синовіальній оболонці людини, кількі-
сно визначали рівень ICE в ОА хондроцитах і ви-
вчали взаємовідносини між топографічним розпо-
ділом ICE, інтерлейкіну-1b (IL-1(3) і IL-18, а також
апоптозом хондроцитів. Експерименти, виконані в
даному дослідженні, показали, що ICE експресу-
ється і синтезується як в синовіальній оболонці,
так і в хрящі людини;  при цьому кількість клітин,
що забарвлюються позитивно в ОА тканині досто-
вірно вище, ніж в нормальній тканині. Вироблення
ICE було переважно локалізоване в поверхневому
і верхньому проміжному шарах суглобового хря-

ща. Вироблення зрілого IL-1бета в експлантатах і
хондроцитах ОА хряща було повністю блоковане
впливом специфічного інгібітору ICE, який також
виражено зменшував кількість IL-18-позитивних
клітин. Взаємовідносини між активним IL-1бета і
ICE наводять на думку про те, що ICE може сприя-
ти прогресуванню ОА шляхом активації даного
прозапального цитокіну, і що IL-18 може відіграва-
ти роль в патології хряща.

Grade et al. (1999) припустили прозапальну
роль IL-18 при ревматоїдному артриті. Grade et al.
виявили мРНК і білок IL-18 в синовіальних ткани-
нах при ревматоїдному артриті в достовірно більш
високих рівнях, ніж у остеоартритичних контролів.
Було показано також, що комбінація IL-12 або IL-
15 з IL-18 індукує вироблення IFN-g синовіальними
тканинами in vitro. Крім того, введення IL-18 ми-
шам, імунізованим колагеном/неповним ад'юван-
том Фрейнда, полегшувало розвиток ерозивного
запального артриту, що наводить думку про те, що
IL-18 може володіти прозапальними властивостя-
ми in vivo.

Однак, до теперішнього часу, не враховуючи
хімічні сполуки, тільки блокада TNF-a і IL-1b шля-
хом використання розчинних рецепторів або моно-
клональних антитіл, як було показано, зменшує
індукований колагеном артрит у мишей (СІА, який
являє собою модель ревматоїдного артриту на
мишах) [Williams et al., 1994], і, таким чином, вона
була запропонована як спосіб лікування ревматої-
дного артриту.

Термін "хронічні або ідіопатичні запальні за-
хворювання кишечнику" охоплює щонайменше два
стани: хвороба Крона і виразковий коліт. Обидва
вони є захворюваннями шлунково-кишкового трак-
ту, причому хвороба Крона найчастіше уражає
тонкий кишечник. У випадку, коли вона також за-
лучає товстий кишечник, диференціальний діагноз
з виразковим колітом (див. нижче) може бути про-
блематичним.

Хронічне запалення і покриття виразками при
хворобі Крона звичайно починається тонкокишко-
вою непрохідністю або болями в животі, які можуть
імітувати гострий апендицит; інші прояви можуть
відноситися до її ускладнень. Перебіг захворюван-
ня є хронічним, і, незважаючи на лікування, мо-
жуть наступати загострення і ремісії. Початок за-
хворювання звичайно припадає на початок
дорослого життя; біля половини всіх випадків по-
чинається між 20 і 30 роками і 90% - між 10 і 40
роками. Чоловіки хворіють трохи частіше, ніж жін-
ки.

Дослідження під мікроскопом відображає зага-
льну картину. Запалення не є безперервним: воно
спостерігається фокусами або ділянками. Скуп-
чення лімфоцитів і плазматичних клітин спостері-
гаються, головним чином, в слизовій оболонці і
підслизовому шарі, але звичайно уражаються всі
шари (трансмуральне запалення). Класичною мік-
роскопічною ознакою хвороби Крона є наявність
гранулярних клітин, оточених скупченням лімфо-
цитів. Поширеність ідіопатичних запальних захво-
рювань кишечнику має значні географічні варіації.
Вказані захворювання набагато частіше зустріча-
ються в північній Європі і Сполучених Штатах, ніж
в країнах південної Європи, Африки, Південної
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Америки і Азії, хоча зростаюча урбанізація і доб-
робут населення приводить до більшої поширено-
сті захворювання в областях південної Європи і
Японії [General and Systematic Pathology, Churchill
Livingstone, 3-е видання, JCE Underwood, Ed].

При хворобі Крона клінічно розрізняють дві го-
ловні групи: перша, що включає пацієнтів, захво-
рювання яких переходить в тривалу ремісію протя-
гом трьох років після початку, і друга, що включає
пацієнтів із захворюванням, яке персистує понад
три роки.

Якою б не була причина захворювання, є ві-
домості про персистенцію і патологічну активацію
Т-клітин і макрофагів при хворобі Крона, з підви-
щеним виробленням прозапальних цитокінів, зок-
рема, інтерлейкінів (IL) 1, 2, 6 і 8, інтерферону
(IFN)-g і фактора некрозу пухлин (TNF)a. Хвороба
Крона характеризується тривалим (хронічним)
запаленням, що супроводжується фіброзом. Про-
цес проліферації фібробластів і відкладення кола-
гену може опосередковуватись трансформуючим
фактором росту b який має певні протизапальні
властивості, а саме, рекруїтмент фібробластів,
синтез матриксу і понижувальну регуляцію клітин
запалення, але, ймовірно, в процесі бере участь
безліч інших медіаторів.

Виразковий коліт являє собою неспецифічне
запальне захворювання товстого кишечнику, яке
зазвичай починається в прямій кишці і розповсю-
джується проксимально на різному протязі. На
відміну від хвороби Крона, виразковий коліт обме-
жується товстим кишечником.

Все більше даних свідчать про те,  що вираз-
ковий коліт є наслідком зміненої аутоімунної реак-
тивності, але ураження слизової оболонки також
може виникати внаслідок патологічної активації Т-
клітин і непрямого ушкодження, викликаного цито-
кінами, протеїназами і реакційноздатними кисне-
вими метаболітами з макрофагів і нейтрофілів.
Даний останній механізм ушкодження епітелію
товстого кишечнику отримав назву ушкодження
"невинного свідка". Свідченням на користь аутоі-
мунного механізму є присутність аутореактивних
Т-лімфоцитів і аутоантитіл, направлених проти
епітеліальних і ендотеліальних клітин товстої киш-
ки, а також антинейтрофільних цитоплазматичних
аутоантитіл (ANCA). Однак, не треба думати, що
виразковий коліт є аутоімунним захворюванням,
при якому ураження слизової оболонки є прямим
наслідком імунної реакції на аутоантиген [General
and Systematic Pathology, див. вище].

Що стосується лікування хвороби Крона, біль-
шість людей спочатку лікують лікарськими засо-
бами, що містять мезаламін, речовина, яка допо-
магає боротися із запаленням. Пацієнтів, яким
вона не допомагає або які її не переносять, можна
перевести на інші лікарські засоби, що містять
мезаламін, звичайно відомі як 5-ASA агенти. Мож-
ливі побічні ефекти препаратів мезаламіну вклю-
чають нудоту, блювання, печію, діарею і головний
біль.

Деякі пацієнти для боротьби із запаленням
приймають кортикостероїди. Вказані лікарські за-
соби є найбільш ефективними для лікування акти-
вної хвороби Крона, але вони можуть викликати

серйозні побічні ефекти, включаючи підвищену
чутливість до інфекції.

Лікарські засоби, які пригнічують імунну систе-
му, також можна використовувати для лікування
хвороби Крона. Частіше за все призначають 6-
меркаптопурин і споріднений лікарський засіб,
азатіоприн. Імунодепресантні агенти діють шляхом
блокування імунної реакції, яка вносить свій вклад
в запалення. Вказані лікарські засоби можуть ви-
кликати такі побічні ефекти як нудота, блювання і
діарея, і можуть знижувати опірність організму по
відношенню до інфекції. У випадку, коли пацієнтів
лікують комбінацією кортикостероїдів і імунодеп-
ресантних лікарських засобів, дозу кортикостерої-
дів можна в кінцевому результаті знизити. Деякі
дослідження припускають, що імунодепресантні
лікарські засоби можуть підвищити ефективність
кортикостероїдів.

Адміністрація по харчових продуктах і лікарсь-
ких засобах США дозволила використання лікар-
ського засобу інфліксімаб для лікування помірної і
тяжкої хвороби Крона, яка не піддається стандар-
тній медикаментозній терапії (мезаламіновими
речовинам, кортикостероїдами, імунодепресант-
ними агентами), і для лікування відкритих нориць,
що дренуються. Інфліксімаб, перший лікарський
засіб, дозволений для використання конкретно при
хворобі Крона, являє собою моноклональне анти-
тіло проти фактора некрозу пухлин (TNF). Анти-
TNF видаляє TNF з кровотоку до того, як він дося-
гає кишечнику, запобігаючи, таким чином, запа-
ленню.

Антибіотики використовують для лікування
надмірного розмноження бактерій в тонкому кише-
чнику, викликаного стриктурою, норицями або пе-
ренесеними оперативними втручаннями. З приво-
ду даної поширеної проблеми лікар може
призначити один або більше з наступних антибіо-
тиків: ампіцилін, сульфонамід, цефалоспорин, те-
трациклін або метронідазол.

Діарея і переймоподібні болі в животі часто
полегшуються, коли зникає запалення, але може
бути потрібне додаткове медикаментозне лікуван-
ня. Можна використовувати декілька агентів проти
діареї, включаючи дифеноксилат, лоперамід і ко-
деїн. Пацієнтів, які зневоднені внаслідок діареї,
звичайно лікують рідинами і електролітами.

Все ще залишається потреба в ефективному
лікарському засобі для лікування і/або профілакти-
ки запальних захворювань кишечнику, зокрема,
хвороби Крона (CD) і виразкового коліту (UC), який
має зменшені побічні ефекти або, в ідеалі, не має
побічних ефектів.

Як гістологічні, так і імунологічні дослідження
показують, що клітинно-опосередкований імунітет і
активація Т-клітин є головними ознаками CD. До-
слідження на людях і експериментальних моделях
передбачають, що при CD локальна імунна відпо-
відь являє собою переважно відповідь Th1 типу
[Desreumaux et al., 1997] і що локально вивільнені
цитокіни, такі як IFN-g, IL-10 і TNF-a, вносять свій
вклад в розвиток і поширення запальної відповіді
[Reimund et al., 1996].

Цитокін IL-18 відіграє важливу роль в Th1-
опосередкованій імунній відповіді спільно з цитокі-
ном IL-12 шляхом стимуляції секреції IFN-g, поси-
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лення цитотоксичності клітин натуральних кілерів і
стимуляції диференціювання клітин Th1 [Uschito et
al., 1996].

IL-18 діє спільно з IL-12, IL-2, антигенами, міто-
генами і, можливо, іншими факторами, індукуючи
вироблення IFN-g. IL-18 також збільшує вироблен-
ня GM-CSF і IL-2, потенціює анти-CD3 індуковану
проліферацію Т-клітин і підвищує Fas-
опосередковане знищення клітин натуральних
кілерів. Зрілий IL-18 виробляється з його попере-
дника з участю IL-1b-перетворюючого ферменту
(ICE, каспази-1). Рецептор IL-18 складається що-
найменше з двох компонентів, які діють спільно
при зв'язуванні ліганду. Сайти зв'язування з IL-18
високої і низької афінності були виявлені в стиму-
льованих мишачим IL-12 Т-клітинах [Okamoto et
al., 1998], що передбачають рецепторний ком-
плекс, що складається з безлічі ланцюгів. До тепе-
рішнього часу ідентифіковані дві рецепторні суб-
одиниці,  обидві з яких належать до сімейства
рецепторів IL-1 [Okamoto et al., 1999]. В сигнальній
трансдукції IL-18 бере участь активація NF-kВ [Ma-
tsumoto et al., 1997].

Нещодавно було висловлене припущення, що
IL-18 бере деяку участь при запальних захворю-
ваннях кишечнику [Pizarro et al., 1999; Monteleone
et al., 1999].

Pizarro et al. (1999) описали експресію і локалі-
зацію IL-18 в зразках товстого кишечнику і ізольо-
ваних популяціях клітин слизової оболонки від
пацієнтів з хворобою Крона. Використовуючи на-
півкількісний протокол RT-PCR, кількість транскри-
птів мРНК IL-18, як було встановлено, зростає в
щойно виділених епітеліальних клітинах кишечни-
ку і мононуклеарних клітинах lamina propria при
CD, в порівнянні з пацієнтами з виразковим колі-
том і з контрольними пацієнтами, що не мають
запалення. Транскрипти мРНК IL-18 спостерігали-
ся в більшій кількості в епітеліальних клітинах ки-
шечнику в порівнянні з мононуклеарними клітина-
ми lamina propria. Імуногістохімічний аналіз
хірургічно резекованих тканин товстого кишечнику
показав локалізацію IL-18 як в мононуклеарних
клітинах lamina propria (особливо, в макрофагах і
дендритних клітинах), так і в епітеліальних кліти-
нах кишечнику. Аналіз вестерн-блот показав, що
смугу 18,3кДа, відповідну як рекомбінантному, так і
зрілому людському білку IL-18, виявляли переваж-
но в біоптатах слизової оболонки при CD в порів-
нянні з UC; другу смугу 24кДа, відповідну неактив-
ному попереднику IL-18, виявляли в незапалених
ділянках біоптатів як при CD, так і при UC, і вона
була єдиною формою, яку знаходили у контролів,
що не мали запалення.

Monteleone et al. (1999) підтвердили вказані
дані. Цільну тканину слизової оболонки кишки і
мононуклеарні клітини lamina propria від 12 пацієн-
тів з хворобою Крона і 9 пацієнтів з виразковим
колітом і від 15 контролів з незапальними захво-
рюваннями кишечнику піддавали аналізу на пред-
мет IL-18 з використанням напівкількісної RT-PCR і
аналізу вестерн-блот. Транскрипти для IL-18 ви-
явили у всіх зразках, що аналізувалися. Однак,
підвищене скупчення мРНК IL-18 було виявлене в
зразках як слизової оболонки, так і мононуклеар-
них клітин lamina propria при хворобі Крона, в порі-

внянні з виразковим колітом і контролями. При
хворобі Крона транскрипти для IL-18 спостерігали-
ся в більшій кількості в зразках слизової оболонки,
взятих з уражених областей. Смугу 18кДа, відпові-
дну зрілому IL-18, виявляли переважно в зразках
слизової оболонки при хворобі Крона. У зразках
слизової оболонки контролів без IBD IL-18 був
присутнім у вигляді поліпептиду 24кДа. Постійно
активна субодиниця (р20) IL-1бета-
перетворюючого ферменту (ICE) експресувалася в
зразках як при CD, так і при UC, в той час як в сли-
зовій оболонці товстої кишки контролів без IBD
ICE синтезувався тільки у вигляді попередника
(р45).

Ohta et al. в 2001 p. показали, що експресія IL-
18 зростає в шкірі, ураженій псоріазом, в порівнян-
ні з експресією в нормальній шкірі. їх дані показу-
ють, що IL-18, отриманий з кератиноцитів, бере
участь в розвитку Th1 відповіді в псоріатичних
ураженнях і що його біологічна активність, як ви-
явилося, суворо регулюється при запаленні шкіри.

На декількох моделях експериментальних
тварин було показано, що антитіла, які нейтралі-
зують ендогенний IL-18, зменшують тяжкість за-
хворювання. Летальність, пов'язана з ендотокси-
ном, відвертається при використанні анти-IL-18.
Навіть на моделях, які є незалежними від інтер-
ферону-у, нейтралізація IL-18 пролонгує виживан-
ня. Анти-IL-18 також захищають печінку від клітин-
ного ушкодження, індукованого токсинами або
активованими Т-клітинами. На моделях метастазів
меланоми в печінку блокада IL-18 знижує адгезію
злоякісних клітин шляхом запобігання підвищуючої
регуляції IL-18 відносно експресії молекули адгезії-
1 ендотелію судин. IL-18 і IL-12 діють синергічно
відносно стимуляції вироблення IFN-гамма Т-
клітинами і клітинами натуральними кілерами, але
нейтралізація IL-18 запобігає індукції IFN-гамма.
IL-18, подібно декільком цитокінам, можна викори-
стати для посилення захисту хазяїна проти пухлин
у мишей, механізм, який найчастіше є залежним
від IFN-гамма. Проте, саме прозапальні властиво-
сті IL-18, ймовірно, вносять свій вклад в посилення
захисту хазяїна. На моделях артриту, ушкодження
легень або запального захворювання кишечнику
нейтралізація IL-18 виявляє важливу роль даного
цитокіну в опосередковуванні запалення [Dinarello,
2000].

Опубліковані дані свідчать, що IL-18 може віді-
гравати патологічну роль в запальних захворю-
ваннях ЦНС. Як було показано, нейтралізація IL-18
захищає експериментальних тварин від ушко-
дження головного мозку [Yatsiv et al., 2002], ішемі-
чного ушкодження [Mallat et al., 2002], серцевої
дисфункції [Raeburn, 2002] і невриту [Yu et al.,
2002].

Однак, є свідоцтва, що IL-18 сприяє захисту
хазяїна від пухлин у мишей. Наприклад, у синген-
них мишей клітини мишачої карциноми молочної
залози, що експресують мишачий IL-12 або миша-
чий IL-18, були менш онкогенними і утворювали
пухлини більш повільно, ніж контрольні клітини, які
не екс пресують [Coughlin et al., 1998]. Досліджен-
ня по нейтралізації антитіл показали, що протипу-
хлинні ефекти вимагають наявності IFN-g. У дослі-
дженні, проведеному Tasaki, спостерігався
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захисний імунітет, індукований в клітинах мишачої
карциноми товстого кишечнику, за допомогою екс-
пресії інтерлейкіну-18. Клітини раку товстого ки-
шечнику, трансдуковані векторами, що кодують
ген IL-18, не могли утворювати підшкірних пухлин
після введення імунокомпетентним мишам, і ста-
вали резистентними до інокульованих нетрансду-
кованих клітин раку товстого кишечнику. Імуногіс-
тохімічний аналіз показав, що кількість
кровоносних судин в пухлинах товстого кишечнику
з клітинами, трансдукованими векторами IL-18,
значно зменшувалась. Втрата онкогенності транс-
дукованими IL-18 клітинами товстого кишечнику не
спостерігалася у імуноскомпрометованих мишей.
Таким чином, IL-18, секретований з пухлинних клі-
тин,  діє як ад'ювант,  оскільки він стимулює Т-
хелперні клітини типу І індукувати протипухлинну
відповідь [Tasaki et al., 2000].

Було висловлене припущення, що IFN-g про-
являє свою протизапальну дію in vivo у пацієнтів з
хронічним гепатитом С, крім іншого, за допомогою
індукції IL-18BP [Kaseretal.,2002].

У попередній роботі було встановлено, що в
порівнянні зі здоровими особами, рівні IL-18BP
були значно підвищені при багатьох захворюван-
нях, таких як сепсис [Novick, 2001], гостра реакція
трансплантат проти хазяїна [Zecchina, 2001], хво-
роба Крона [Corbaz, 2002]. Однак, також було
встановлено,  що у даних пацієнтів рівні IL-18  в
циркуляції є дуже високими і,  отже,  рівні IL-18BP,
присутні в циркуляції, можуть бути недостатніми
для повної нейтралізації IL-18.

Таким чином, існує потреба в забезпеченні за-
собів для лікування і/або профілактики захворю-
вань, при яких в патогенезі бере участь цитокін з
сімейства IL-1, такий як IL-18.

Даний винахід належить до застосування ци-
токіну-1, переважно, з сімейства IL-1, більш пере-
важно, IL-lF7b, або його ізоформи, злитого білка,
функціонального похідного або фрагмента, здат-
ного зв'язуватися з IL-18BP або його мутеїном,
злитим білком, функціональним похідним або фра-
гментом, і здатним інгібувати рецептор цитокіну-2;
цитокін-2 є членом сімейства IL-1, переважно, IL-
18; для виробництва лікарського засобу для ліку-
вання або профілактики захворювання, яке викли-
кається або ускладнюється індукуванням вказано-
го рецептора цитокіну-2.

Більш конкретно, цитокін-1 інгібує активність
цитокіну-2 шляхом зв'язування з сигнальним лан-
цюгом рецептора цитокіну-2. Таким чином, цито-
кін-1 можна застосовувати для лікування або про-
філактики запальних захворювань, вибраних з
летальності, пов'язаної з ендотоксином (сепсису),
ушкодження печінки, індукованого токсинами або
активованими Т-клітинами, або гепатиту С, артри-
ту, ушкодження легень, псоріазу, запального за-
хворювання кишечнику, ушкодження головного
мозку, ішемічного ушкодження, дисфункції серця і
невриту, або для лікування або профілактики
утворення метастазів. Якщо це бажано, лікарський
засіб за даним винаходом може додатково містити
IL-18BP або його мутеїн, злитий білок, функціона-
льне похідне або фрагмент.

Замість білка цитокіну-1, можна використати
вектор, що кодує вказаний цитокін-1, для виробни-

цтва лікарського засобу для лікування або профі-
лактики захворювання, яке викликається або
ускладнюється індукуванням вказаного рецептора
цитокіну-2.

Вказані вище білок (білки) і/або вектори за да-
ним винаходом можна вводити системно, підшкір-
но і/або внутрішньом'язово.

Крім того, даний винахід відноситься до векто-
ра для ендогенної генної активації цитокіну-1, пе-
реважно, з сімейства IL-1, більш переважно, IL-
lF7b, здатного зв'язуватися з IL-18BP або його му-
теїном, злитим білком, функціональним похідним
або фрагментом, і здатним інгібувати рецептор
цитокіну-2; цитокін-2 є членом сімейства IL-1, пе-
реважно, IL-18; для лікування або профілактики
захворювання, яке викликається або ускладнюєть-
ся індукуванням вказаного рецептора цитокіну-2.
Більш конкретно, цитокін-1 інгібує активність цито-
кіну-2 шляхом зв'язування з сигнальним ланцюгом
рецептора цитокіну-2. Більш конкретно, даний ви-
нахід відноситься до застосування цитокіну-1 для
лікування або профілактики запальних захворю-
вань, таких як летальність, пов'язана з ендотокси-
ном (сепсис), ушкодження печінки, індуковане ток-
синами або активованими Т-клітинами, або
гепатит С, артрит, ушкодження легень, псоріаз,
запальне захворювання кишечнику, ушкодження
головного мозку, ішемічне ушкодження, дисфунк-
ція серця і неврит, або для лікування або профіла-
ктики утворення метастазів.  Якщо це бажано,  лі-
карський засіб за даним винаходом може
додатково містити IL-18BP або його мутеїн, злитий
білок, функціональне похідне або фрагмент.

Вектор для ендогенної генної активації за да-
ним винаходом можна вводити системно, підшкір-
но і/або внутрішньом'язово.

У іншому аспекті, даний винахід відноситься
до застосування інгібітору цитокіну-1, переважно, з
сімейства IL-1, більш переважно, IL-lF7b, або його
ізоформи, мутеїну, злитого білка, функціонального
похідного або фрагмента, здатного зв'язуватися з
IL-18BP або його мутеїном, злитим білком, функці-
ональним похідним або фрагментом, і здатним
інгібувати рецептор цитокіну-2; цитокін-2 є членом
сімейства IL-1, переважно, IL-18; для лікування
або профілактики захворювання, яке запобігається
або полегшується індукуванням вказаного рецеп-
тора цитокіну-2. Більш конкретно, винахід відно-
ситься до застосування інгібітору цитокіну-1 за
даним винаходом для лікування або профілактики
вірусного захворювання або для лікування або
профілактики злоякісної пухлини.

Інгібітори цитокіну-1 включають, наприклад,
антитіла, безсмислову нуклеїнову кислоту, РНКі
або розчинний рецептор цитокіну-2 або його фра-
гмент, здатний зв'язуватися з цитокіном-1.

Крім того, даний винахід належить до способу
інгібування рецептора цитокіну-2; цитокін-2 є чле-
ном сімейства IL-1, переважно, IL-18; у пацієнта,
який в цьому має потребу, що включає введення
терапевтично ефективної кількості цитокіну-1, пе-
реважно, IL-lF7b, або його ізоформи, злитого білка
або фрагмента, здатного зв'язуватися з IL-18BP
або його ізоформою, мутеїном, злитим білком, або
фрагментом. Більш конкретно, цитокін-1 інгібує
активність цитокіну-2 шляхом зв'язування з сигна-
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льним ланцюгом рецептора цитокіну-2. Більш кон-
кретно, винахід відноситься до застосування цито-
кіну-1 для лікування або профілактики запальних
захворювань, вибраних з летальності, пов'язаної з
ендотоксином (сепсису), ушкодження печінки, ін-
дукованого токсинами або активованими Т-
клітинами, або гепатиту С, артриту, ушкодження
легень, псоріазу, запального захворювання кише-
чнику, ушкодження головного мозку, ішемічного
ушкодження, дисфункції серця і невриту, або для
лікування або профілактики утворення метастазів.
Якщо це бажано, IL-18BP або його ізоформу, муте-
їн, злитий білок, функціональне похідне або фраг-
мент можна вводити спільно з цитокіном-1. Цито-
кін-1 за даним винаходом можна вводити
системно, підшкірно і/або внутрішньом'язово.

Альтернативно, спосіб за даним винаходом
включає введення векторів, що кодують вказаний
цитокін-1.

Крім того, даний винахід відноситься до спо-
собу інгібітору рецептора цитокіну-2; цитокін-2 є
членом сімейства IL-1, переважно, IL-18; у пацієн-
та, який в цьому має потребу, що включає введен-
ня терапевтично ефективної кількості вектора для
генної активації цитокіну-1, переважно, IL-lF7b, або
його ізоформи, мутеїну, злитого білка або фрагме-
нта, здатного зв'язуватися з IL-18BP або його ізо-
формою, мутеїном, злитим білком або фрагмен-
том. Більш конкретно, цитокін-1 інгібує активність
цитокіну-2 шляхом зв'язування з сигнальним лан-
цюгом рецептора цитокіну-2. Цитокін-1 можна за-
стосовувати для лікування або профілактики за-
пальних захворювань, таких як летальність,
пов'язана з ендотоксином (сепсис), ушкодження
печінки, індуковане токсинами або активованими
Т-клітинами, або гепатит С, артрит, ушкодження
легень, псоріаз, запальне захворювання кишечни-
ку, ушкодження головного мозку, ішемічне ушко-
дження,  дисфункція серця і неврит,  або для ліку-
вання або профілактики утворення метастазів.
Якщо це бажано, IL-18BP або його мутеїн, злитий
білок, функціональне похідне або фрагмент можна
вводити спільно з цитокіном-1. Вектор для генної
активації за даним винаходом можна вводити сис-
темно, підшкірно і/або внутрішньом'язово.

В іншому аспекті даний винахід відноситься до
способу інгібування цитокіну-1, переважно, з сі-
мейства IL-1, більш переважно, IL-lF7b, або його
ізоформи, злитого білка, функціонального похідно-
го або фрагмента, здатного зв'язуватися з IL-18BP
або його ізоформою, мутеїном, злитим білком або
фрагментом і здатним інгібувати активність цито-
кіну-2; цитокін-2 є членом сімейства IL-1, переваж-
но, IL-18; для лікування або профілактики захво-
рювання, яке запобігається або полегшується
індукуванням вказаного рецептора цитокіну-2.
Більш конкретно, спосіб за даним винаходом
включає інгібітор цитокіну-1 для лікування або
профілактики вірусного захворювання або для
лікування або профілактики злоякісної пухлини.

Фіг.1. Схожість послідовностей людського IL-
18 і IL-1F7b

Показані людський IL-18 (№ в каталозі
D49950) і людський IL-1F7b (№ в каталозі
AF200496). Лінійна будова була створена з вико-
ристанням системи Expert Protein Analysis System

(ExPasyâ) з додатковим доведенням вручну. Амі-
нокислотна ідентичність IL-18 з IL-1F7b становить
28%, а схожість - 55%. Підкреслені амінокислоти
представляють сайт розщеплення ICE в IL-18 і
прогнозований сайт розщеплення в IL-1F7b.

Фіг.2 показує, що IL-1F7b ні стимулює, ні інгі-
бує вироблення IFN-g, індуковане IL-18.

Фіг.2А.  На людські клітини NKO,  культури ці-
льної людської крові, РВМС (стимульовані спільно
з IL-12 (1нг/мл) і клітини KG-1 (стимульовані спіль-
но з TNF-a (10нг/мл) впливали 100нг/мл рекомбі-
нантного IL-1F7b (попередника і зрілої форми) або
IL-18. Через 18г (48г для KG-1) визначали IFN-g в
надосадовій рідині. Результати показані як серед-
нє ± СОС трьом незалежним експериментам.

Фіг.2В.  Індукція IL-18  (20нг/мл)  клітин NK  в
присутності IL-12 (1нг/мл) і підвищення концентра-
цій попередника і зрілої форми IL-1F7b. Дані пред-
ставляють середнє ± СОС трьом незалежним екс-
периментам.

Фіг.3А і Фіг.3В показують перехресне зшиван-
ня IL-1F7b і позаклітинного домену 3 IL-18Ra.

Фіг.3А. Відновний SDS-PAGE IL-1F7b, попере-
чно зшитого з IL-18Ra:  D3.  Після блотингу на ніт-
роцелюлозі поперечно зшиті білки візуалізували
моноклональним mAb антитілом проти IL-18Ra.

Фіг.3В. Утворення трикомпонентного комплек-
су IL-18Ra- і b-ECD в присутності IL-18, але не IL-
1F7b, після хімічного поперечного зшивання. Після
вестерн-блотингу комплекси візуалізували міченим
анти-his6 моноклональним антитілом проти мічено-
го his6 IL-18Rb.

Фіг.4А і Фіг.4В показують перехресне зшиван-
ня IL-1F7b і IL-18BP.

Фіг.4А. Виявлення поперечно зшитих білків
(1,5мкг кожного) за допомогою аналізу вестерн-
блот з використанням кролячої анти-ІL-18ВР сиро-
ватки.

Фіг.4В. Імунопреципитація поперечно зшитих
білків (10мкг кожного) за допомогою mAb проти IL-
18BP. Смуги поперечно зшитих IL-1F7b/IL-18BP і
контролю (IL-18BP±BS3, поперечно зшиваючий
агент) забарвлювали з використанням кролячої
анти-IL-lF7b сироватки. Комплекс IL-18/IL-18BP
виявляли з використанням кролячої анти-ІL-18
сироватки.

Фіг.5А і Фіг.5В показують, що IL-1F7b посилює
здатність IL-18BP інгібувати індуковане IL-18 виві-
льнення IFN-g клітинами NKO.

Зрілий IL-1F7b 250нг/мл (А, 0=9) (фігура 5А)
або попередник IL-1F7b (Фіг.5В) 250нг/мл (В, 0=8),
IL-18 (25нг/мл) і розведення IL-18BP в RPMI/FCS
10% інкубували в 96-ямкових мікротитраційних
планшетах протягом 1г до додання клітин NKO
(0,5´106/мл) і IL-12 1нг/мл. Після 16г інкубації з
клітинами надосадову рідину збирали і вимірюва-
ли IFN-g. Величини виражали як процентну частку
IFN-g, виробленого клітинами NKO, стимульова-
ними IL-18 25нг/мл плюс IL-12 1нг/мл, при відсут-
ності IL-1F7b або IL-18BP. Статистичний аналіз
здійснювали з використання парного t-критерію
Ст'юдента (*** величина р < 0,001).

Фіг.6 показує експресію IL-1F7b в трансфікова-
них RAW264.7.
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Після стабільної трансфекції лізати окремих

клонів (5´106 клітин) розділяли за допомогою SDS-
PAGE і аналізували на експресію IL-1F7b з вико-
ристанням аналізу вестерн-блот. Кроляча анти-IL-
lF7b сироватка (розведення 1:500) специфічним
чином забарвлювала ІL-1F7b-позитивні клони.

Винахід відноситься до застосування цитокіну-
1 (наприклад, IL-lF7b), здатного зв'язуватися з IL-
18BP або його ізоформою, мутеїном, злитим біл-
ком, функціональним похідним або фрагментом і
здатним інгібувати рецептор цитокіну-2; цитокін-2 є
членом сімейства IL-1 (наприклад, IL-18R); для
виробництва лікарського засобу для лікування або
профілактики захворювання, яке викликається або
ускладнюється індукуванням вказаного рецептора
цитокіну-2. У даному описі терміни "інгібування
рецептора цитокіну-2" і "інгібування активності
цитокіну-2" є взаємозамінними. Таким чином, ви-
нахід відноситься до застосування цитокіну-1, зда-
тного зв'язуватися з IL-18BP або його ізоформою,
мутеїном, злитим білком, функціональним похід-
ним або фрагментом і здатним інгібувати актив-
ність цитокіну-2, що являє собою цитокін-2, який є
членом сімейства цитокінів IL-1. Винахід заснова-
ний на відкритті того факту,  що IL-lF7b,  як було
показано, посилює інгібування активності IL-18 з
допомогою IL-18BP. Було встановлено, що IL-lF7b
зв'язується з IL-18BP, а комплекс інгібує активацію
IL-18R з допомогою IL-18, можливо, із залученням
сигнального ланцюга IL-18R (тобто, IL-18RP).

Цитокін-1, згідно з даним винаходом, може,
переважно, бути членом сімейства IL-1, таким як
IL-lF7b, IL-18, IL-1 і IL-lRa. Згідно з даним винахо-
дом, цитокін-1 і цитокін-2 є двома різними цитокі-
нами. Наприклад, вибирають наступні комбінації
цитокіну-1 і цитокіну-2: IL-lF7b (цитокін-1) і IL-18
(цитокін-2), IL-lF7b (цитокін-1) і IL-1 (цитокін-2), IL-
18 (цитокін-1) і IL-1 (цитокін-2), IL-1 (цитокін-1) і IL-
18 (цитокін-2), IL-lF7b (цитокін-1) і IL-lRa (цитокін-
2), IL-lRa (цитокін-1) і IL-18 (цитокін-2) і IL-18 (цито-
кін-1) і IL-lRa (цитокін-2).

IL-lF7b (який називається також IL-1H4) був
відкритий нещодавно як новий член зростаючого
сімейства білків, що має гомологічність послідов-
ності з IL-1 a/b, IL-lRa і IL-18 (сімейство IL-1). Хоч
IL-lF7b зв'язується з однією з субодиниць рецепто-
ра IL-18, одиницею IL-18Ra, вказане зв'язування
не має результатом агоністичну або антагоністич-
ну функцію IL-18. Відповідно до даного винаходу,
використовуючи хімічне поперечне зшивання, IL-
lF7b зв'язується з IL-18Ra, але на відміну від IL-18,
IL-lF7b не залучає ланцюг IL-18RP для утворення
функціонально активного трикомпонентного ком-
плексу.

Послідовності IL-lF7b і IL-18 порівнювали, і бу-
ло встановлено, що білки мають дві спільні консе-
рвативні амінокислоти, тобто, амінокислоти Е35 і
К124 в IL-lF7b і Е42 і К89 в IL-18. Залишки Е42 і
К89 в IL-18 є важливими як для активності, так і
для інгібування IL-18, оскільки вони беруть участь
в зв'язуванні з IL-18Ra (активація) і з IL-18BP (інгі-
бування).

Крім цього, заявники встановили за допомогою
експериментів з поперечного зшивання, що IL-lF7b
зв'язується з IL-18BP і аналогічно до IL-18, IL-lF7b
може зв'язуватися з IL-18BP через ті ж два залиш-

ки консервативних амінокислот, які є важливими
для зв'язування з IL-18Ra (тобто, амінокислоти
Е35 і К124). Таким чином, після утворення IL-lF7b
комплексу з IL-18BP, IL-lF7b, можливо, більше не
здатний зв'язуватися з IL-18Ra. Було встановлено,
що IL-lF7b  не тільки зв'язується з IL-18BP,  але і
підвищує його активність, тобто, посилює інгібу-
вання активності IL-18. Дана активність була вияв-
лена як у попередника, так і у зрілого білка IL-lF7b.
Оскільки IL-lF7b в комплексі з IL-18BP не здатний
зв'язуватися з IL-18Ra, інгібування активності IL-
18, можливо, викликається зв'язуванням вказаного
комплексу з сигнальним ланцюгом IL-18Rb Таким
чином, (b-ланцюг може бути залучений в комплекс,
що позбавляє b-ланцюг можливості формувати
функціональний рецепторний комплекс з IL-18Ra і
IL-18.

Таким чином, винахід охоплює інгібування пе-
редачі сигналу через рецептор цитокіну-2; цитокін-
2 є членом сімейства IL-1; іншим цитокіном (цито-
кіном-1) або його ізоформою, мутеїном, алельним
варіантом або фрагментом, здатним зв'язуватися
з IL-18BP або його ізоформою, мутеїном, алель-
ним варіантом або фрагментом.

Імуногістохімічні дослідження по локалізації
показали присутність IL-lF7b в популяції моноци-
тів, що підтверджує роль IL-lF7b як натурального
експресованого модулятора біологічної активності
IL-18.

Термін "мутеїни", що використовується в цьо-
му документі, відноситься до аналогів цитокіну-1,
таких як IL-lF7b, в яких один або більше амінокис-
лотних залишків цитокіну-1, наприклад, IL-lF7b,
замінені на інші амінокислотні залишки або опу-
щені, або один або більше амінокислотних залиш-
ків додані до IL-lF7b, без значної зміни активності
отриманих продуктів в порівнянні з IL-lF7b. Більш
конкретно, один або більше амінокислотних зали-
шків IL-lF7b, але не більше за 30, переважно, не
більше за 20, більш переважно, не більше за 10,
найбільш переважно, один або два амінокислот-
них залишки, можуть бути замінені на інші аміно-
кислотні залишки або бути відсутніми або можуть
бути додані. Вказані мутеїни отримують з викорис-
танням відомих методик синтезу і/або сайт-
направленого мутагенезу або з використанням
будь-якої іншої відповідної для даної мети методи-
ки.

Мутеїни відповідно до даного винаходу вклю-
чають білки, що кодуються нуклеїновою кислотою,
такою як ДНК або РНК,  яка гібридизується з ДНК
або РНК, яка кодує цитокін-1, такий як IL-lF7b, від-
повідно до даного винаходу, при суворих умовах.
Термін "суворі умови" відноситься до умов гібри-
дизації і подальшого відмивання, які фахівцями
звичайно відносяться до "суворих". Див. Ausubel et
al., Current Protocols in Molecular Biology, supra,
Interscience, N.Y., §§ 6.3 і 6.4 (1987, 1992) і Sam-
brook et al., supra. Без обмеження, приклади суво-
рих умов включають умови відмивання при 12-
20°С, нижче розрахованої Тм гібрида, що вивча-
ється, в, наприклад, 2´SSC і 0,5% SDS протягом 5
хвилин, 2´SSC і 0,1% SDS протягом 15 хвилин,
0,1´SSC і 0,5% SDS при 37°С протягом 30-60 хви-
лин, а потім, 0,1´SSC і 0,5% SDS при 68°С протя-
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гом 30-60 хвилин. Фахівці в даній галузі розуміють,
що суворі умови також залежать від довжини по-
слідовностей ДНК, олігонуклеотидних зондів (та-
ких як 10-40 нуклеотидів) або змішаних олігонук-
леотидних зондів. Якщо використовуються змішані
зонди, перевагу слід надавати використанню хло-
риду тетраметиламонію (ТМАС) замість SSC. Див.
Ausubel, supra.

Будь-який подібний мутеїн переважно має
амінокислотну послідовність, достатньо дуплікати-
вну послідовності цитокіну-1, такого як IL-lF7b,
таким чином, щоб він мав активність, практично
аналогічну активності IL-lF7b. Однією активністю
IL-lF7b є його здатність зв'язуватися з IL-18BP.
Таким чином, можна визначити, чи має будь-який
даний мутеїн практично таку ж активність як у IL-
lF7b, за допомогою рутинного експериментування,
що включає піддавання вказаного мутеїну, напри-
клад, простому конкурентному сандвіч-аналізу для
того, щоб визначити, чи зв'язується він з відповід-
ним чином міченим IL-18BP чи ні, такому як радіо-
імуноаналіз або аналіз ELISA.

У переважному варіанті здійснення даного ви-
находу будь-який подібний мутеїн володіє щонай-
менше 40% ідентичністю або гомологічністю з амі-
нокислотною послідовністю IL-lF7b. Більш
переважно, він володіє щонайменше 50%, щонай-
менше 60%, щонайменше 70%, щонайменше 80%
або, найбільш переважно, щонайменше 90% іден-
тичністю або гомологічністю з вказаною дмінокис-
лотною послідовністю.

Мутеїни цитокіну-1, такого як IL-lF7b, які можна
використовувати відповідно до даного винаходу,
або кодуючі їх нуклеїнові кислоти включають об-
межений ряд практично відповідних послідовнос-
тей як заміняючі пептиди або полінуклеотиди, які
може отримати звичайним способом фахівець, без
зайвого експериментування, на основі ідей і керів-
ництва, представлених в цьому документі.

Переважні зміни для мутеїнів відповідно до
даного винаходу являють собою зміни, які відомі
як "консервативні" заміни. Консервативні аміноки-
слотні заміни цитокіну-1, такого як IL-lF7b, можуть
включати синонімічні амінокислоти в межах групи,
яка має досить схожі фізико-хімічні властивості,
таким чином, що заміна між членами групи буде
зберігати біологічну функцію молекули [Grantham,
1974]. Зрозуміло, що інсерції і делеції амінокислот
також можуть бути вироблені у вказаних вище по-
слідовностях без зміни їх функції, особливо, якщо
інсерції або делеції торкаються тільки малої кіль-
кості амінокислот, наприклад, менше тридцяти і,
переважно, менше десяти, і не видаляють або
переміщують амінокислоти, які є ключовими для
функціональної комформації, наприклад, залишки
цистеїну. Білки і мутеїни, отримані в результаті
подібних делеції і/або інсерцій,  входять в об'єм
даного винаходу.

Переважно, групи синонімічних амінокислот є
тими, які визначені в таблиці 1. Більш переважно,
групи синонімічних амінокислот є тими, які визна-
чені в таблиці 2; і,  найбільш переважно, групи си-
нонімічних амінокислот є тими, які визначені в
таблиці 3.
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Приклади здійснення амінокислотних замін в
білках, які можна використовувати для отримання
мутеїнів цитокіну-1, таких як поліпептиди або білки
IL-lF7b, для використання в даному винаході
включають будь-які відомі стадії методів, такі як
представлені в патентах США 4 959 314, 4 588 585
і 4 737 462, видані Mark et al.; 5 116 943, виданому
Koths et al.; 4 965 195, виданому Namen et al.; 4
879 111, виданому Chong et al., і 5 017 691, вида-
ному Lee et al.; і лізин-заміщені білки, представле-
ні в патенті США № 4 904 584 [Shaw et al.].

Термін "злитий білок" відноситься до поліпеп-
тиду, включаючи цитокін-1, переважно, IL-lF7b, або
його фрагменту, злитому з іншим білком, який,
наприклад, більш тривало існує в рідинах організ-
му.  IL-lF7b,  таким чином,  може бути злитий з ін-
шим білком, поліпептидом і т.п., наприклад, імуно-
глобуліном або його фрагментом.

"Функціональні похідні", як використовується в
цьому документі, відносяться до похідних цитокіну-
1, переважно, IL-lF7b, і його мутеїну і злитих білків,
які можна отримати з функціональних груп, які
присутні як бокові ланцюги на залишках або N- або
С-кінцевих групах, з використанням відомих фахі-
вцям методик, і включені в даний винахід, якщо
тільки вони залишаються фармацевтично прийня-
тними, тобто вони не порушують активність білка,
яка є практично аналогічною активності IL-lF7b, і
не додають токсичних властивостей композиціям,
що їх містять.

Вказані похідні можуть, наприклад, включати
поліетиленгліколеві бокові ланцюги, які можуть
маскувати антигенні сайта і продовжувати існу-
вання цитокіну-1, переважно, IL-lF7b, в рідинах
організму. Інші похідні включають аліфатичні
складні ефіри карбоксильних груп, аміди карбок-
сильних груп шляхом взаємодії з аміаком або з
первинними або вторинними амінами, N-ацильні
похідні вільних аміногруп амінокислотних залиш-
ків, утворені з ацильними частинами (наприклад,
алканоїльними або карбоциклічними ароїльними

групами) або О-ацильні похідні вільних гідроксиль-
них груп (наприклад, залишків серину або треоні-
ну), утворені з ацильними частинами.

Під "фрагментами" цитокіну-1, переважно, IL-
1F7b або його мутеїнів і злитих білків в даному
винаході мають на увазі будь-який фрагмент або
попередників поліпептидного ланцюга білкової
молекули нарізно або разом з асоційованими мо-
лекулами або залишками, приєднаними з ним,
наприклад, залишками цукру або фосфату, або
агрегати білкової молекули або самі залишки цук-
ру, за умов, що вказана фракція має практично
аналогічну активність з IL-1F7b, таку як зв'язуван-
ня з IL-18BP і інгібування рецептора цитокіну-2.

Даний винахід відноситься також до цитокіну-
1, переважно, ізоформам IL-lF7b, мутеїну, злитим
білкам, функціональним похідним, активним фрак-
ціям або їх похідним з циклічними перестановка-
ми. Вказані ізоформи, мутеїни, злиті білки або фу-
нкціональні похідні зберігають біологічну
активність цитокіну-1, зокрема, зв'язування з IL-
18BP і, переважно, посилення інгібування цитокі-
ну-2. Наприклад, мутеїни IL-1F7b зберігають здат-
ність зв'язуватися з IL-18BP і, переважно, посилю-
вати інгібування IL-18. Мутеїни зберігають
амінокислоту, що бере участь в зв'язуванні цитокі-
ну-1 з IL-18BP. Наприклад, у випадку IL-1F7b муте-
їни зберігають амінокислоти Е35 і К124. В ідеалі
вказані мутеїни мають підвищену біологічну актив-
ність в порівнянні з немодифікованим цитокіном-1.
Переважні активні фракції мають активність, яка
перевершує активність цитокіну-1 або яка має до-
даткові переваги, такі як більш висока стабільність
або більш низька токсичність або імуногенність,
або їх легше виготовляти у великих кількостях або
легше очищувати.

Цитокін-1, переважно, IL-1F7b, можна викори-
стовувати в фармацевтичній композиції для ліку-
вання або профілактики запальних захворювань
або утворень метастазів, які викликаються або
обтяжуються цитокіном-2, переважно, IL-18. Було
встановлено, що при декількох запальних захво-
рюваннях рівень циркулюючого IL-18BP у пацієнтів
є високим, однак концентрація IL-18BP може бути
недостатньою для повної нейтралізації високих
концентрацій IL-18, що виявляються в циркуляції у
даних пацієнтів. Таким чином, введення цитокіну-
1, переважно, IL-1F7b, вказаним пацієнтам, що
мають вже підвищений рівень IL-18ВР, може до-
помогти повністю інгібувати дію IL-18. Альтернати-
вно, IL-1F7b і IL-18BP можна вводити пацієнтам
разом для лікування або профілактики запальних
захворювань, вибраних з летальності, пов'язаної з
ендотоксином (сепсису), ушкодження печінки, ін-
дукованого токсинами або активованими Т-
клітинами, або гепатиту С, артриту, ушкодження
легень, псоріазу, запального захворювання кише-
чнику, ушкодження головного мозку, ішемічного
ушкодження, дисфункції серця і невриту, або для
лікування або профілактики утворення метастазів.

Оскільки було встановлено, що IL-1F7b не
тільки зв'язується з IL-18BP,  але також підвищує
його активність (інгібування активності IL-18), спі-
льне введення IL-1F7b з IL-18BP може мати пере-
ваги, якщо бажано введення IL-18BP в більш низь-
ких кількостях.
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Цитокін-1, переважно, IL-1F7b, вводять відпо-

відним шляхом, в залежності від захворювання.
Так, його можна вводити, наприклад, місцево, сис-
темно, підшкірно і внутрішньом'язово.

Нейтралізація IL-18 у експериментальних тва-
рин виявила важливу роль вказаного цитокіну в
опосередкуванні запалення [Interleukin-18, a
proinflammatory cytokine. Dinarello C.A. Eur.
Cytokine Netw. 2000 Sep.; 11(3): 483-6]. Таким чи-
ном, даний винахід відноситься до застосування
цитокіну-1 або експресуючого вектора, що включає
кодуючу послідовність цитокіну-1, переважно, IL-
1F7b, для виготовлення лікарського засобу для
лікування або профілактики запалення. Таким чи-
ном, цитокін-1, переважно, IL-1F7b, можна вводити
для лікування або профілактики запальних захво-
рювань, при яких відомо, що IL-18 бере участь в їх
патогенезі, таких як летальність, пов'язана з ендо-
токсином (сепсис), ушкодження печінки, індукова-
не токсинами або активованими Т-клітинами, або
гепатит С, артрит, ушкодження легень, псоріаз,
запальне захворювання кишечнику, ушкодження
головного мозку, ішемічне ушкодження, дисфунк-
ція серця і неврит.

Даний винахід відноситься також до застосу-
вання експресуючого вектора для виготовлення
лікарського засобу для профілактики утворення
метастазів, оскільки блокада IL-18 знижує адгезію
злоякісних клітин шляхом запобігання підвищуючій
регуляції IL-18 відносно експресії молекули адгезії-
1 ендотелію судин. Таким чином, розглядається
підхід генної терапії з метою доставки цитокіну-1
до сайту,  де він потрібен.  Для того,  щоб лікувати
захворювання, вектор генної терапії, що включає
послідовність цитокіну-1 (наприклад, IL-1F7b), мо-
жна ввести шляхом ін'єкції безпосередньо в ура-
жену тканину, що дозволяє уникнути проблем,
пов'язаних з системним введенням векторів генної
терапії, таких як розведення вектора, досягнення і
націлення на клітини або тканини-мішені або побі-
чні ефекти. Альтернативно, експресуючий вектор,
що включає кодуючу послідовність цитокіну-1 за
даним винаходом, можна вводити за допомогою
внутрішньом'язової ін'єкції.

Цитокін-1, переважно, IL-1F7b, і його ізофор-
ми, мутеїни, злиті білки, функціональні похідні або
активні фракції, як описано вище, є переважними
активними інгредієнтами фармацевтичних компо-
зицій.  IL-18BP і його ізоформи,  мутеїни,  злиті біл-
ки, функціональні похідні або активні фракції, як
описано вище, можуть бути додатково включені як
активний інгредієнт в фармацевтичні композиції.

Визначення "фармацевтично прийнятний"
включає будь-який носій, який не заважає ефекти-
вності біологічної активності активного інгредієнта
і не є токсичним для хазяїна, якому його вводять.
Наприклад, для парентерального введення актив-
ний білок (білки) можна виготовляти у вигляді ста-
ндартної лікарської форми для ін'єкцій, в таких
носіях як фізіологічний розчин, розчин декстрози,
сироватковий альбумін і розчин Рінгера.

Активні інгредієнти фармацевтичної композиції
за даним винаходом можна вводити індивідууму
різними шляхами. Шляхи введення включають
внутрішньошкірний, черезшкірний (наприклад, в
композиціях з уповільненим вивільненням), внут-

рішньом'язовий, інтраперитонеальний, внутріш-
ньовенний (системний), підшкірний, пероральний,
інтракраніальний, епідуральний, місцевий і інтра-
назальний шляхи. Можна використати будь-який
інший терапевтично ефективний шлях введення,
наприклад, всмоктування через епітеліальні або
ендотеліальні тканини, або за допомогою генної
терапії, при якій пацієнту вводять молекулу ДНК,
що кодує активний агент (наприклад, за допомо-
гою вектора), що викликає експресію і секрецію
активного агента in vivo. Крім того, білок (білки) за
даним винаходом можна вводити разом з іншими
компонентами біологічно активних агентів, такими
як фармацевтично прийнятні поверхнево-активні
агенти, наповнювачі, носії і розріджувачі.

Для парентерального введення (наприклад,
внутрішньовенного, підшкірного, внутрішньом'язо-
вого)  активний білок (білки)  можна виготовляти у
вигляді розчину, суспензії, емульсії або ліофілізо-
ваного порошку, разом з фармацевтично прийнят-
ним парентеральним носієм (наприклад, водою,
фізіологічним розчином, розчином декстрози) і
допоміжними агентами, які підтримують ізотоніч-
ність (наприклад, манітом) або хімічну стабільність
(наприклад, консервантами і буферними агента-
ми). Композицію стерилізують за допомогою зви-
чайних технологій.

Біологічну доступність активного білка (білків)
за даним винаходом можна також поліпшити за
допомогою процедур кон'югації, які збільшують
напівперіод існування молекули в організмі люди-
ни, наприклад, зв'язуючи молекулу з подіетиленг-
ліколем,  як описано в патентній заявці РСТ WO
92/13095.

Цитокін-1, переважно, IL-1F7b, або його ізо-
форми, мутеїни, злиті білки, функціональні похідні
або активні фракції, як описано вище, можна вико-
ристати для інгібування активності цитокіну-2 у
пацієнтів, які страждають на запальні захворюван-
ня, такі як сепсис, ушкодження печінки, індуковане
токсинами або активованими Т-клітинами, артрит,
ушкодження легень, псоріаз або запальне захво-
рювання кишечнику. Цитокін-1 за даним винахо-
дом або його ізоформи, мутеїни, злиті білки, функ-
ціональні похідні або активні фракції, як описано
вище, можна також використовувати для профіла-
ктики утворення метастазів, оскільки блокада IL-18
знижує адгезію злоякісних клітин шляхом запобі-
гання підвищуючій регуляції IL-18 відносно експре-
сії молекули адгезії-1 ендотелію судин. Вказані
вище способи включають введення терапевтично
ефективної кількості цитокіну-1, наприклад, IL-
1F7b, пацієнту, який в цьому має потребу, цитокін-
1 можна вводити разом з IL-18BP або його ізофо-
рмами, мутеїнами, злитими білками, функціональ-
ними похідними або активними фракціями, як опи-
сано вище.

Терапевтично ефективні кількості активного
білка (білків) будуть залежати від багатьох чинни-
ків, включаючи тип, афінність по відношенню до IL-
18BP, будь-яка залишкова цитотоксична актив-
ність, властива мутантам, шлях введення, клініч-
ний стан пацієнта.

"Терапевтично ефективна кількість" означає
таку кількість цитокіну-1, такого як IL-1F7b, яка
після введення приводить до підвищення інгібую-
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чої активності IL-18ВР або його ізоформ, мутеїнів,
злитих білків, функціональних похідних або актив-
них фракцій, як описано вище, відносно IL-18. До-
за, що вводиться індивідууму, однократна або
множинна, може варіювати в залежності від ряду
чинників, включаючи шлях введення, стан і харак-
теристики пацієнта (стать, вік, маса тіла, здоров'я,
розмір), поширення симптомів, супутнє лікування,
частота лікування і бажаний ефект.  Підбір і мані-
пуляції з встановленими межами доз знаходяться
в компетенції фахівців, як і методи визначення
активності цитокіну-1 in vitro і in vivo.

Застосування вектора для індукування і/або
підвищення ендогенного вироблення цитокіну-1,
переважно, IL-1F7b, в клітині, що звичайно не екс-
пресує цитокін-1 або експресує в недостатній кіль-
кості цитокін-1, також входить в об'єм даного ви-
находу. Вектор може включати регуляторні
послідовності, функціональні в клітинах, для яких
бажана експресія цитокіну. Дані регуляторні послі-
довності включають промотори або енхансери.
Регуляторну послідовність потім вводять у відпо-
відний локус геному шляхом гомологічної рекомбі-
нації, оперативно зв'язуючи регуляторну послідов-
ність з геном, експресію якого потрібно індукувати
або підвищити. Дану технологію звичайно назива-
ють "ендогенною генною активацією" (EGA), і вона
описана, наприклад, в WO 91/09955.

Фахівцеві буде зрозуміло, що можливо також
припинити експресію цитокіну-1 за допомогою тих
самих методик, наприклад, введенням елемента
негативної регуляції, такого як елемент, що мов-
чить,  в локус гена цитокіну-1,  що приводить до
понижувальної регуляції або запобігання експресії
цитокіну-1. Фахівцеві буде зрозуміло, що подібна
знижувальна регуляція або введення елемента,
що мовчить, в цитокін-1 має таку ж дію як викорис-
тання інгібітору цитокіну-1 з метою профілактики
і/або лікування захворювання.

Таким чином, у випадку, коли бажане змен-
шення ефекту IL-18, такого як запальні захворю-
вання, або для інгібування утворення метастазів,
буде бажаним підвищення кількості або активності
цитокіну-1, наприклад, IL-1F7b, в клітині. IL-18ВР
можна вводити разом з цитокіном-1, наприклад, IL-
1F7b, для лікування суб'єкта, який в цьому має
потребу.

Однак, зменшення кількості або активності ци-
токіну-1, наприклад, буде бажаним в ситуаціях,
коли потрібне посилення ефекту IL-18, наприклад,
для лікування/профілактики пухлини або для ліку-
вання або профілактики вірусного захворювання.
Таким чином, використання цитокіну-1 і, переваж-
но, IL-lF7b, як мішень також входить в об'єм даного
винаходу.

Приклад 1:
Вплив IL-1F7b на стимуляцію вироблення IFN-

g
На основі описаного зв'язування IL-1F7b з ла-

нцюгом IL-18Ra [Pan, 2001, Kumar, 2002], були
сплановані експерименти для того, щоб встанови-
ти,  чи стимулює IL-1F7b,  подібно до IL-18,  після
зв'язування з рецептором IL-18a, вироблення IFN-
g в клітинах. Молекула повної довжини (попере-
дник IL-1F7b) або зріла молекула (зрілий IL-1F7b),
що використовують Е21 як N -кінець в передбаче-

ному сайті розщеплення ICE (див. Фіг.1), викорис-
товувалася в наступних експериментах. Людські
клітини NKO [Kim, 2000], культури цільної людської
крові, мононуклеарні клітини людської крові
(РВМС) (спільно стимульовані IL-12 від Preprotech
в дозі 1нг/мл) (отримання РВМС див. в прикладі 8)
або клітини KG-1 (спільно стимульовані TNF-a в
дозі 10нг/мл) (лінію отримували з АТСС Rockville,
MD) стимулювали 100нг/мл рекомбінантного IL-
1F7b (попередником або зрілою формою з при-
кладу 5) або IL-18. IFN-g визначали (з допомогою
електрохемілюмінесценції в рідкій фазі (ECL) в
Puren, 1998) в кондиціонованому середовищі клі-
тин через 18 годин після стимуляції (48 годин для
KG-1). У той час як IL-18 виражено стимулював
вироблення IFN-g (Фіг.2А),  ні попередник,  ні зріла
форма IL-1F7b не стимулювали ніякого вироблен-
ня IFN-g у вказаних клітинах.

Таким чином, на відміну від IL-18, зв'язування
IL-1F7b з ланцюгом IL-18Ra не запускає вироб-
лення IFN-g, тобто, зв'язування IL-1F7b з ланцюгом
IL-18Ra не залучає ланцюг IL-18Rb і, таким чином,
не утворюється функціонально активний триком-
понентний комплекс.

Були виконані експерименти для того, щоб
встановити, чи діє IL-1F7b як антагоніст IL-18, що
запобігає зв'язуванню IL-18 з ланцюгом IL-18Ra і,
отже, інгібує його біологічну активність і вироблен-
ня IFN-g.  Лінію людських клітин NK  стимулювали
IL-18 (20нг/мл) в присутності IL-12 (1нг/мл), із зрос-
таючими концентраціями попередника і зрілого IL-
1F7b, і моніторували вироблений IFN-g. Отримані
результати не показали інгібування попередником
або зрілим IL-1F7b індукованого IL-18 IFN-g, навіть
коли IL-1F7b використовували в концентрації, що
до 40 разів перевищує концентрацію IL-18 (Фіг.2В)
або коли IL-1F7b заздалегідь інкубували протягом
тривалого періоду часу з випробуваними клітина-
ми до додання IL-18. Схожі результати були отри-
мані для людських РВМС (дані не представлені).

Дані результати показують, що IL-1F7b ні сти-
мулює, ні інгібує вироблення IFN-g, індуковане IL-
18.

Приклад 2:
Вивчення зв'язування IL-1F7b з рецептором IL-

18
Є повідомлення про те, що IL-18 зв'язується з

IL-18Ra через третій позаклітинний домен (IL-
18Ra:  D3)  [Azam,  2002].  Для того,  щоб вивчити
зв'язування IL-1F7b з IL-18Ra, третій позаклітин-
ний домен CD3 IL-18Ra індивідуально експресу-
вали в Е.соlі у вигляді міченого his6 білка і виділя-
ли з використанням афінної хроматографії Talon.
Потім IL-1F7b інкубували з вказаним очищеним IL-
18Ra: D3 і здійснювали поперечне зшивання хімі-
чним шляхом (приклад 7). Як показано на Фіг.3А,
SDS-PAGE і аналіз вестерн-блот виявили ком-
плекс 43кДа, що відповідає поперечно зшитим IL-
1F7b і IL-18Ra: D3. Поперечне зшивання з IL-18Ra
спостерігалося як з попередником, так і зі зрілим
IL-1F7b. Вказані результати передбачають, що IL-
18Ra: D3 є принципово важливим для зв'язування
з IL-1F7b, той самий домен, який, як було показано
раніше, є важливим для зв'язування з IL-18.
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Після зв'язування IL-18 з IL-18Ra залучається

IL-18Rb і утворюється активний трикомпонентний
комплекс: IL-18/IL-18Ra/IL-18Rb. Таким чином,
наступний експеримент був розроблений для того,
щоб перевірити, чи запускає зв'язування IL-18Ra з
IL-1F7b, подібно до IL-18, утворення трикомпонен-
тного комплексу IL-1F7b/IL-18Ra/IL-18Rb. Позаклі-
тинні домени IL-18Ra і IL-18Rb вироблялися в клі-
тинах Cos для того, щоб гарантувати правильну
посттрансляційну модифікацію, таку як глікозилю-
вання [Azam, 2002]. Після інкубації і хімічного по-
перечного зшивання IL-18, IL-18Ra і IL-18Rb висо-
комолекулярний комплекс, що складається з IL-
18Ra, IL-18Rb і IL-18, спостерігався при викорис-
танні аналізу SDS-PAGE  поперечно зшитих білків
(Фіг.3В). Однак, на відміну від IL-18, коли попере-
дник або зрілий IL-1F7b інкубували з IL-18Ra і IL-
18 Rb, вказаний трикомпонентний комплекс не
спостерігався (Фіг.3В).

Таким чином, дані результати показують, що
активний трикомпонентний комплекс не утворю-
ється після зв'язування IL-1F7b з IL-18Ra, тобто IL-
18Rp не притягується.

Приклад 3:
Зв'язування IL-1F7b з IL-18BP
Порівнювали амінокислотну послідовність IL-

18 і IL-1F7b. Як показано на Фіг.1, IL-1F7b має дві
спільні амінокислоти з IL-18, які в останньому є
консервативними, Е42 і К89. Як було показано,
Е42 і К89 відіграють ключову роль для активності
IL-18 і для зв'язування з IL-18BP [Novick, 1999].
Таким чином, на основі подібності послідовностей
IL-1F7b і IL-18 вивчали можливість зв'язування IL-
1F7b з lL-18BP.

IL-1F7b (попередник або зрілу форму, 1,5мкг)
або IL-18 (1,5мкг) інкубували в присутності або за
відсутності IL-18BP і впливали поперечно зшиваю-
чим реагентом В S3 (приклад 7). Виготовляли дві
контрольні групи, що містили тільки білок IL-18BP;
одну контрольну групу інкубували в присутності, а
іншу - за відсутності поперечно зшиваючого реаге-
нту В S3.  Білки розчиняли на 10%  SDS-PAGE  в
відновлювальних умовах і проводили блотинг на
нітроцелюлозі. Білки виявляли в блотах за допо-
могою поліклональних антитіл, специфічних відно-
сно IL-1F7b або IL-18. Результати, підсумовувані
на Фіг.4А, показують нові смуги, які виявляються
тільки в групах, що містять, крім IL-18BP, попере-
дник IL-1F7b, зрілий IL-1F7b або IL-18, але не в
контрольних групах. У блотах ідентифікували нову
смугу приблизно 66кДа, яка містить попередник IL-
1F7b, зв'язаний з IL-18ВР, і нову смугу приблизно
64кДа, яка містить зрілий IL-1F7b, зв'язаний з IL-
18ВР(Фіг.4А).

Крім цього, здійснювали дослідження імуно-
преципітації з IL-1F7b (10мкг) або IL-18 (10мкг),
інкубованими в присутності або за відсутності IL-
18BP (10мкг) і поперечно зшитими. Білки, зв'язані і
поперечно зшиті з IL-18BP, піддавали спільній іму-
нопреципітації з використанням моноклональних
антитіл, специфічних відносно IL-18BP. Імунні ком-
плекси розчиняли на SDS-PAGE і проводили бло-
тинг на нітроцелюлозі. Б лоти проявляли антиті-
лами, специфічними відносно IL-1F7b або IL-18.

Спостерігали ті самі смуги 64 і 66кДа в дослі-
дженнях спільної преципітації з IL-18BP (Фіг.4В).
Дані поперечно зшиті смуги 64 і 66кДа відобража-
ють комплекси зрілий IL-1F7b/IL-18BP і попередник
IL-1F7b/IL-18BP, відповідно. Дані результати під-
тверджують, що IL-1F7b зв'язується з IL-18BP.

Приклад 4:
Вплив IL-1F7b на інгібування активності IL-18,

опосередкованої IL-18BP.
У світлі відкриття того факту, що IL-1F7b зв'я-

зується з IL-18BP (див. попередній приклад), мож-
ливо, через той самий домен, з яким зв'язується
IL-18, вивчали вплив IL-1F7b на інгібування актив-
ності IL-18, опосередкованої IL-18BP. Робоча гіпо-
теза полягала в тому, що IL-1F7b може конкурува-
ти з IL-18 за зв'язування з IL-18BP, і, отже, IL-18
буде в меншій мірі нейтралізований IL-18BP в при-
сутності IL-1F7b.

Зрілий IL-1F7b 250нг/мл або попередник IL-
1F7b 250нг/мл інкубували з IL-18 (25нг/мл) і зрос-
таючими концентраціями IL-18BP (1,56 - 50нг/мл)
на 96-ямкових мікротитраційних планшетах протя-
гом 1 г і додавали разом з IL-12 (1нг/мл) до клітин
NKO (0,5´106/мл). Після 16г інкубації надосадову
рідину збирали і моніторували IFN-g (за допомогою
електрохемілюмінесценції в рідкій фазі (ECL) в ref
Puren 1998).

Результати показують, що, протилежно гіпоте-
зі, при низькій концентрації IL-18ВР присутність IL-
1F7b підвищує здатність IL-18BP інгібувати IFN-g,
індукований IL-18  (Фіг.5А і В).  При 6,25нг/мл IL-
18BP і в присутності зрілого IL-lF7b активність IL-
18 зменшується з 76 до 55% (21% додаткове зни-
ження активності). При 3,12нг/мл IL-18BP і в при-
сутності зрілого IL-1F7b активність IL-18 зменшу-
ється з 59 до 40% (19% додаткове зниження
активності). Попередник IL-1F7b в даному дослі-
дженні був менш активним,  ніж зрілий IL-1F7b
(Фіг.5В). Даний ефект IL-1F7b мав високу відтво-
рюваність і спостерігався тільки при низькій конце-
нтрації IL-18BP. Схожі результати були отримані
при використанні РВМС (дані не представлені).

Приклад 5: Локалізація IL-1F7b
IgG, специфічні відносно IL-1F7b, були отри-

мані з поліклональної кролячої анти-IL-1F7b сиро-
ватки і використані для вивчення експресії IL-1F7b
в людських РВМС.  Специфічність кролячої анти-
IL-1F7b сироватки і препарату IgG вивчали двома
різними способами, з використанням трансфекції
RA W264.7 клітин макрофагів кДНК IL-1F7b. Спо-
чатку IL-1F7b антисироватка специфічно розпізна-
вала IL-1F7b в лізаті IL-1F7b трансфікованих клі-
тин RA W264.7 (Фіг.6). Потім, з допомогою
конфокальної цифрової мікроскопії очищені по
спорідненості анти-IL-1F7b IgG розпізнавали екс-
пресію IL-1F7b в трансфікованих RA W264.7, але
не в імітуючих контрольних клітинах (не показано).
Свіжовиділені людські РВМС (приклад 8) забарв-
лювали проти- IL-1F7b за допомогою очищених по
спорідненості поліклональних кролячих IgG проти
людського IL-1F7b в концентрації 1мкг/мл. За до-
помогою конфокального лазерного мікроскопа
отримували сумарну картину моноцитів людської
крові, що експресують IL-1F7b. Спостерігалася
експресія IL-1F7b як в цитоплазмі, локалізованій
на внутрішній поверхні плазматичної мембрани,
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так і в ядрі (не показано). Зафарбовування в попу-
ляції лімфоцитів не спостерігалося.

Приклад 6:
Експресія і виділення білка
Наступні олігонуклеотидні праймери викорис-

товували для клонування кДНК IL-1F7b з бібліоте-
ки селезінки людини (ClontechâHLOO11B, BD
Biosciences Clontech, Palo Alto, CA): смисловий
праймер 5'GTTGAGTAATAAACTCAACG (SEQ ID
NO: 1), зворотний праймер
5'GTTCAATGGGGCAGTTTC (SEQ ID NO: 2) (спе-
цифічний для клону AF200496 (GenBankâ) [Kumar,
2000]. КДНК IL-1F7b реампліфікували з викорис-
танням другої пари праймерів, з введенням сайтів
розщеплення для EcoRI на кінці 5¢ і XbaI на кінці 3'
(смисловий праймер 5¢-
ATATGAATTCATGTCCT1TGTGGGGGAG (SEQ ID
NO: 3); зворотний праймер 5¢-
TATATCTAGAAGTTTCCTAATCGCTGACC (SEQ ID
NO: 4). Використовуючи ТА-клонування, кДНК IL-
1F7b переносили в pGEM-T Easyâ [Promega Corp.
Medison, WI], згідно з інструкціями виробника, і
верифікували коректну послідовність. КДНК IL-
1F7b потім лігували в pPROEXTMHTa (Gibco-BRL)
для бактеріальної експресії, з використанням сай-
та EcoRI і XbaI. Вектор pPROEXTMHTa містить N-
кінцеву мітку Hisx6 для афінного очищення екс-
пресованого білка. Плазміду pPROEXTMHTa/IL-
IH4 трансформували в компетентний штам E.coli
DH5a (Gibco-BRL). Інкубовану протягом ночі куль-
туру (10мл) додавали до 200мл середовища LB,
що містило 100мкг/мл ампіциліну, і вирощували до
досягнення щільності 0,6-1 ОП600.

Експресію білка індукували додаванням ізо-
пропілтіогалактозиду (0,3мМ) і інкубацією при 37°С
при струшуванні протягом 3 годин. Бактерії збира-
ли центрифугуванням (5000 х g протягом 15 хви-
лин при 4°С) і центрифугальний осад суспендува-
ли в 25мл буфера Talon (50мМ NaH2PO4, 10мМ
Tris-HCl, 100мМ NaCl, pH 8). Клітини лізували уль-
тразвуком (4 ´ 10-секундних серії)  на льоду,  з по-
дальшим центрифугуванням (4000 х g протягом
30хв. при 4°С). IL-1F7b отримували з тілець вклю-
чення шляхом обробки сечовиною 8М. Надосадо-
ву рідину після обробки сечовиною освітлювали
центрифугуванням, діалізували проти буфера
Talon і вміщували на 2мл колонку міні-Talon. Коло-
нку промивали 30-кратними об'ємами буфера
Talon, а потім елюювали 5мл 100мМ імідазолу в
буфері Talon.  Елюент,  що містив очищений по
спорідненості IL-1F7b, відділяли з використанням
препаративної SDS-PAGE. Гель забарвлювали з
використанням Coomassie BlueÒ (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA) і вирізали смугу, що
містила IL-IH4. Гель, що містив IL-1F7b, викорис-
товували для отримання поліклональних сирова-
ток від кроликів, згідно з стандартними протокола-
ми (Rockland Inc. Gilbertsville, АР). Повна довжина
(попередник) і зрілий IL-1F7b (Текінець Е21), вико-
ристані в біологічних аналізах і для досліджень по
поперечному зшиванню, вироблялися в Е.соіі, як
описано раніше [Kumar, 2002].

Приклад 7:
Поперечне зшивання білків

Очищені білки змішували в 30мкл PBS і інку-
бували протягом 2 годин на льоду.

Потім В S3 (Біс(сульфосукцинінідил)суберат)
(Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL) додавали
до кінцевої концентрації 1мМ і суміш інкубували
протягом 1 години при КТ. Реакцію гасили дода-
ванням Tris-CI, pH 7,4 (кінцева концентрація
20мМ). Після кип'ятіння протягом 5хв. білки розді-
ляли з використанням 10%  SDS-PAGE  в віднов-
лювальних умовах і проводили блотинг на нітро-
целюлозі. Поперечно зшиті білки виявляли з
допомогою кролячої антисироватки проти людсь-
кого IL-18BP, IL-1F7b або IL-18 в розведенні 1:500.

Приклад 8:
Виділення РВМС
РВМС виділяли із залишкових лейкоцитів, по-

збавлених тромбоцитів, або з гепаринізованої кро-
ві здорових донорів. Лейкоцити, позбавлені тром-
боцитів, або цільну кров розбавляли 1:1
фізіологічним розчином і вміщували на градієнти
Ficoll-Histopaqueo (Sigma), як описано раніше [Kim,
2001]. Після центрифугування клітини на розділі
шарів збирали, промивали три рази в фізіологіч-
ному розчині і ресуспендували в RPMI. Ізольовані
РВМС тримали на льоду до початку дослідження.
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