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DESCRIPCION
Uso de inhibidores de IL-18 en trastornos de hipersensibilidad
Campo de la invencion

La presente invencion esta en el campo de las alergias. Mas especificamente, se refiere al uso de un inhibidor de IL-
18 como se define en la reivindicacion 1 para el tratamiento y/o la prevencion de un trastorno de hipersensibilidad de
tipo IV, y en particular de trastornos que implican reacciones de hipersensibilidad de tipo retardado del cuerpo
humano.

Antecedentes de la invencion

El término alergia o hipersensibilidad se aplica cuando aparece una respuesta inmunitaria adaptativa de forma
inapropiada. Las reacciones alérgicas o de hipersensibilidad son el resultado de respuestas inmunitarias
normalmente beneficiosas que actdan inapropiadamente ante antigenos extrafios (habitualmente macromoléculas
ambientales) y a veces causan reacciones inflamatorias y dafio de tejido. En estas situaciones, un estimulo
ambiental normalmente inocuo, denominado alérgeno, desencadena una respuesta inmunitaria que, tras
reexposicion, se reactiva generando dafio patoldgico.

Las reacciones de hipersensibilidad son reacciones inmunolégicas dafinas ante antigenos extrinsecos. Existen
muchas clasificaciones de hipersensibilidad. Algunas estan basadas en el tiempo necesario para que aparezcan
sintomas o reacciones al ensayo cutaneo después de exposicion a un antigeno (por ejemplo, hipersensibilidad
inmediata y retardada), en el tipo de antigeno (por ejemplo, reacciones a farmacos) o en la naturaleza de la
implicacién organica. Las clasificaciones generalmente estan supersimplificadas y no tienen en consideracion que
puede aparecer mas de un tipo de respuesta inmunitaria o que puede ser necesario mas de un tipo para producir
lesion inmunoldgica. La clasificacion mas ampliamente usada es la siguiente:

La hipersensibilidad de tipo | o inmediata estd mediada por IgE. Se denomina también alergia comun. Las
reacciones de hipersensibilidad inmediata (de tipo |) son debidas a la unién entre antigeno e IgE en mastocitos o
baséfilos.

Los trastornos por reacciones de hipersensibilidad de tipo | se denominan también enfermedades atodpicas, incluyen
rinitis alérgica, conjuntivitis alérgica, dermatitis atopica, asma alérgica extrinseca, urticaria y anafilaxia sistémica, por
ejemplo. La incidencia del asma ha aumentado notablemente, aunque las causas son desconocidas en gran medida.
Recientemente, se ha observado un aumento notable en las reacciones de tipo | con relacién a la exposicién a
proteinas hidrosolubles en productos de latex (por ejemplo, guantes de goma, barreras dentales, condones, tubos
para equipos de respiracion y catéteres, particularmente entre el personal médico y pacientes expuestos a latex y
nifios con espine bifida y defectos urogenitales congénitos. Son reacciones comunes ante el latex urticaria,
angioedema, conjuntivitis, rinitis, broncoespasmo y anafilaxia.

Los pacientes con enfermedades atdpicas (incluyendo dermatitis atdpica) tienen habitualmente una predisposicion
congénita a desarrollar hipersensibilidad mediada por anticuerpo de IgE ante sustancias inhaladas e ingeridas
(alérgenos) que son inocuas para personas que no son atopicas. Excepto en dermatitis atopica, los anticuerpos de
IgE median habitualmente la hipersensibilidad.

La hipersensibilidad de tipo Il o citotdxica implica acciones citoliticas mediadas por anticuerpo, complemento y/o
mecanismos celulares. La diana en reacciones de tipo |l es una superficie celular, y el resultado es dafio o muerte
celular. El anticuerpo contra antigeno unido a célula (de tipo IlI) causa la destruccion celular al activar el
complemento o promover la fagocitosis. Son ejemplos de lesién celular en que el anticuerpo reacciona con
componentes antigénicos de una célula anemias hemoliticas positivas de Coombs, purpura trombocitopénica
inducida por anticuerpo, leucopenia, pénfigo, penfigoide, sindrome de Goodpasture y anemia perniciosa. Estas
reacciones aparecen en pacientes que reciben transfusiones incompatibles, en enfermedad hemolitica del recién
nacido y en trombocitopenia neonatal, y pueden desempefiar también su papel en enfermedades de
hipersensibilidad multisistémica (por ejemplo, lupus sistémico eritematoso, LSE).

El mecanismo de la lesién se ejemplifica mejor por el efecto sobre eritrocitos. En anemias hemoliticas, los eritrocitos
se destruyen por hemodlisis intravascular o por fagocitosis de macrofagos, predominantemente en el bazo. Estudios
in vitro han mostrado que, en presencia de complemento, algunos anticuerpos de unién a complemento (por
ejemplo, los anticuerpos de grupo sanguineo anti-A y anti-B) causan una hemodlisis rapida. Otros (por ejemplo,
anticuerpos anti-LE) causan una lisis celular lenta; ain otros no dafan directamente las células, pero causan su
adherencia a y destruccion por fagocitos. En contraposicion, los anticuerpos de Rh en eritrocitos no activan el
complemento y destruyen células predominantemente por fagocitosis extravascular. Los ejemplos en que el
antigeno es un componente del tejido son rechazo de injerto agudo temprano (hiperagudo) de un rifién trasplantado,
que es debido a la presencia de anticuerpo contra endotelio vascular, y sindrome de Goodpasture, que es debido a
la reaccion de anticuerpo con endotelio de membrana basal glomerular y alveolar. En sindrome de Goodpasture
experimental, el complemento es un mediador importante de lesién, pero el papel del complemento no se ha
determinado claramente en el rechazo de injerto agudo temprano.
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Los ejemplos de reacciones debidas a acoplamiento hapténico con células o tejido incluyen muchas de las
reacciones de hipersensibilidad a farmacos (por ejemplo, anemia hemolitica inducida por penicilina, véase a
continuacion).

Las reacciones de hipersensibilidad anti-receptor alteran la funcién celular como resultado de la unién de anticuerpo
a receptores de membrana. En muchas enfermedades (por ejemplo, miastenia grave, enfermedad de Graves,
diabetes insulinorresistente), se han resefiado anticuerpos contra receptores de membrana celular. En algunos
pacientes diabéticos con resistencia a insulina extrema, se han mostrado anticuerpos contra receptores de insulina,
que evitan por tanto la unién de insulina a su receptor. En pacientes con enfermedad de Graves, se ha identificado
un anticuerpo contra el receptor de hormona estimulante de tiroides (TSH) que simula el efecto de TSH sobre su
receptor, dando como resultado hipertiroidismo.

Los mecanismos de tipo Il implican en su mayoria anticuerpos que forman complejos inmunitarios con antigeno. Los
complejos en circulacion activan el complemento, se unen a eritrocitos (que se fagocitan entonces en el bazo), dejan
la circulacion y desencadenan la inflamacidon en espacios de tejido (reaccion de Arthus), o se fagocitan por
macrofagos que presentan antigeno, liberan citocinas y activan los linfocitos B y T. IgE, IgA, IgG e IgM forman todas
complejos con antigeno. Las reacciones de tipo Ill son el resultado de la deposicién de complejos inmunitarios en
tejidos, particularmente piel, articulaciones y rifiones. La nefritis crénica por inmunocomplejos da cuenta de la
mayoria de casos de glomerulonefritis en seres humanos. Son afecciones en que los complejos inmunitarios (CI)
parecen desempefiar algun papel: enfermedad del suero debida a suero, farmacos o antigeno de hepatitis virica;
lupus sistémico eritematoso; artritis reumatoide; poliarteritis, crioglobulinemia; neumonitis por hipersensibilidad;
aspergilosis broncopulmonar; glomerulonefritis aguda; glomerulonefritis membranoproliferativa crénica y enfermedad
renal asociada. En aspergilosis broncopulmonar, enfermedad del suero inducida por farmaco o suero y algunas
formas de enfermedad renal, se cree que una reaccién mediada por IgE precede a la reaccion de tipo lll.

Son modelos animales estandares de reacciones de tipo Ill la reacciéon de Arthus local y la enfermedad del suero
experimental. En la reaccion de Arthus (tipicamente una reaccion cutanea local), se hiperinmunizan en primer lugar
los animales, induciendo grandes cantidades de anticuerpos de IgG en circulacion, y se les procura entonces una
pequefia cantidad de antigeno por via intradérmica. El antigeno precipita con la IgG en exceso y activa el
complemento, de modo que aparece rapidamente una lesion local edematosa dolorosa altamente inflamatoria (de 4
a 6 h), que puede evolucionar hasta un absceso estéril que contiene muchas células polimorfonucleares y después
hasta necrosis de tejido. Puede observarse al microscopio una vasculitis necrosante con luces arteriolares
obstruidas. No hay retardo temporal previo a la reaccion porque el anticuerpo esta ya presente.

Las reacciones de tipo |, Il y lll estan causadas por anticuerpos. Las reacciones de tipo IV estan causadas por
linfocitos T.

La hipersensibilidad de tipo IV, que implica reacciones mediadas por célula, tarda generalmente 12 o mas horas en
desarrollarse y esta basada en redes de células inmunitarias activadas. La inflamacion es el patrén de tejido basico y
la enfermedad inflamatoria crénica puede ser el resultado. La hipersensibilidad de tipo IV se denomina también
hipersensibilidad de tipo retardado (tipo IV) o HTR. Las reacciones estan mediadas por interleucina 2, interferén vy y
otras citocinas liberadas por linfocitos T. En HTR, los linfocitos T reaccionan con antigeno y liberan interleucina 9,
interferon y y otras citocinas. Una vez se han sensibilizado los linfocitos T por exposicion primaria, la exposicion
secundaria es seguida por una reaccion de hipersensibilidad de tipo retardado, una respuesta inflamatoria local que
tarda 2-3 dias en desarrollarse clinicamente. Histolégicamente, estas reacciones consisten en infiltrar linfocitos T,
macrofagos y eosindfilos ocasionales. Experimentalmente, la HTR puede transferirse por linfocitos T, pero no por
suero, concretamente los anticuerpos no estan implicados.

La HTR puede ser el resultado de la respuesta inmunitaria mediada por célula normal ante infecciéon por virus,
hongos y ciertas bacterias, especialmente Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae. Si los macrofagos
son incapaces de destruir los organismos ingeridos, pueden experimentar diferenciacion en células epitelioides o
células gigantes multinucleadas. Una coleccion de estas células forma un granuloma. El dafio de tejido local es un
efecto secundario indeseado de esta respuesta inmunitaria por lo demas protectora. Si la respuesta de HTR esta
ausente o es deficiente, sin embargo, los linfocitos T son incapaces de localizar el microorganismo invasor y los
pacientes desarrollan una enfermedad diseminada invasiva agresiva, tal como tuberculosis aguda.

La dermatitis de contacto ante antigenos ocupacionales y otros es también una reaccién de tipo IV. Los agentes que
causan esta son habitualmente de peso molecular comparativamente bajo (<1 kDa) y no inmunogénicos por si
mismos, en lugar de ello, son moléculas altamente reactivas que se unen covalentemente a proteinas de piel o
tejido. El producto quimico sensibilizante es conocido como hapteno y la proteina hospedadora con que se combina
como portador. El intervalo de antigenos sensibilizantes potenciales es amplio. Se reconocen dos fases de
patogénesis: la fase de induccién y la fase de provocacion. En la fase de induccion, las células que presentan
antigeno en la piel, conocidas como células de Langerhans, se unen al complejo proteico de hapteno-portador y lo
presentan ante linfocitos T en asociacién con antigeno de CMH de clase Il. La induccién de linfocitos T puede
aparecer después de meses de exposicion a pequefias cantidades de antigeno. La reexposicién al antigeno
relevante desencadena la fase de provocacion, en que las células efectoras migran a la piel encontrandose con el
complejo proteico presentado por las células de Langerhans en la epidermis, con la consiguiente liberacion de
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citocinas e inflamacion cutanea. El diagndstico del agente atacante se realiza por ensayo de parche. Se aplica un
sensibilizante por contacto sospechoso sobre la espalda del paciente y se cubre durante 48 horas. Se inspecciona el
sitio de reaccién después de 2 y 24 horas. En una respuesta positiva, existe inflamacion e induracion en el sitio de
ensayo.

La hipersensibilidad de tipo retardado es también un mecanismo clave que determina el rechazo de 6rganos de
ensayo trasplantados.

Son algunas afecciones clinicas en que se cree que son importantes las reacciones de tipo IV dermatitis de
contacto, neumonitis por hipersensibilidad, rechazo de aloinjerto, granulomas debidos a organismos intracelulares,
algunas formas de sensibilidad a farmaco, tiroiditis y encefalomielitis después de vacunacién de rabia. La evidencia
de los dos ultimos esta basada en modelos experimentales, y en enfermedad humana en la aparicion de linfocitos en
el exudado inflamatorio de tiroides y cerebro.

La dermatitis se denomina también eccema. Se refiere a una inflamaciéon cutanea superficial caracterizada
histoldgicamente por edema epidérmico y clinicamente por vesiculas (cuando es aguda), enrojecimiento de bordes
poco definidos, edema, supuracion, costra, escamacion, habitualmente prurito y liquenificacion causada por rascado
o frotamiento.

A menudo, eccema hace referencia a dermatitis vesicular, pero a veces el término esta limitado a eccema para
indicar dermatitis cronica. Algunos hacen referencia también a la dermatitis como dermatitis espongidtica debido a
que la espongiosis (edema intraepidérmico) es un rasgo histolégico.

La dermatitis de contacto es una inflamacién aguda o cronica, a menudo asimétrica o de forma irregular, producida
por sustancias que entran en contacto con la piel y causan reacciones toxicas (irritantes) o alérgicas.

El diagnostico de reacciones de hipersensibilidad depende del tipo de reaccién implicada.

Puede sospecharse una reaccion de tipo IV cuando la reaccion inflamatoria se caracteriza histologicamente por
linfocitos y macréfagos perivasculares. Los ensayos cutaneos de hipersensibilidad retardada y ensayos de parche
son los métodos mas facilmente disponibles de ensayo de hipersensibilidad retardada.

Para evitar la exacerbacion de la dermatitis de contacto, se efectian los ensayos de parche después de remitir la
dermatitis de contacto. Se aplica el alérgeno sospechoso (a la concentracion apropiada) a la piel bajo un parche
adhesivo no absorbente y se deja durante 48 h. Si se desarrolla antes quemazoén o picor, se retira el parche. Un
ensayo positivo consiste en eritema con cierta induracién y, ocasionalmente, formacion de vesicula. Debido a que
algunas reacciones no aparecen hasta después de retirar los parches, se vuelven a inspeccionar los sitios alas 72 'y
96 h.

La hipersensibilidad puede aparecer también como reaccién a farmacos. Antes de atribuir una reaccién dada a un
farmaco, deberia observarse que los placebos pueden causar también una amplia variedad de sintomas e incluso
signos objetivos, tales como sarpullidos cutaneos. No obstante, las reacciones a farmacos verdaderas constituyen
un problema médico importante.

En la intolerancia a farmacos, se desarrolla una reaccién adversa con el primer uso del farmaco. Puede ser la misma
reaccion toxica esperada comunmente a niveles mayores, o puede ser una amplificacion de un efecto secundario
leve comun (por ejemplo, sedacién antihistaminica). Es idiosincrasica una afeccion en que la reaccion adversa con
el primer uso del farmaco es farmacolégicamente inesperada y Unica.

Las caracteristicas de la reacciones alérgicas a farmacos incluyen reacciones mediadas por IgE que aparecen solo
después de exponer el paciente al farmaco (no necesariamente para terapia) una o mas veces sin incidentes. Una
vez se desarrolla la hipersensibilidad, la reaccion puede producirse por dosis muy por debajo de las cantidades
terapéuticas, y habitualmente por debajo de aquellos niveles que producen reacciones idiosincrasicas. Los rasgos
clinicos estan limitados en sus manifestaciones. Los sarpullidos cutaneos (particularmente urticaria), sindrome de
tipo enfermedad del suero, fiebre inesperada, anafilaxia e infiltrados eosinofilicos pulmonares que aparecen durante
la terapia de farmaco son habitualmente debidos a hipersensibilidad; como algunos casos de anemia,
trombocitopenia o agranulocitosis. Rara vez, se han resefiado los desarrollos de vasculitis después de exposicion
repetida a un farmaco (por ejemplo, sulfonamidas, yoduros, penicilina), nefritis intersticial (por ejemplo, meticilina) y
dafo hepatico (por ejemplo, halotano) en circunstancias congruentes con el desarrollo de hipersensibilidad
especifica.

El ejemplo mas grave de hipersensibilidad a farmaco es la anafilaxia. Sin embargo, la reacciéon a farmaco mas
comun es, de lejos, el sarpullido morbiliforme, de nuevo de etiologia desconocida. Fiebre y reacciones urticariales
son también consecuencias relativamente comunes de la alergia a farmaco. Cuando se usaban sueros animales
para terapia, la enfermedad del suero era una complicacion, pero los sueros animales se usan rara vez hoy en dia.
Puede aparecer un sindrome de tipo enfermedad del suero grave de patogénesis desconocida sin altos niveles de
anticuerpo de IgG en circulacion, pero asociado habitualmente anticuerpos de IgE, especialmente con farmacos
tales como penicilina.
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Las reacciones de hipersensibilidad a farmaco estan basadas en la capacidad de farmacos de proteinas y
polipéptidos grandes de estimular la producciéon de anticuerpo especifico mediante mecanismos inmunoldgicos
directos. Quizas la molécula mas pequeia que es potencialmente antigénica es el glucagén, con un peso molecular
de aproximadamente 3.500. La mayoria de moléculas de farmaco son mucho menores y no pueden actuar solas
como antigenos. Sin embargo, como haptenos, algunas se unen covalentemente a proteinas, y los conjugados
resultantes estimulan la produccién de anticuerpo especifico del farmaco. El farmaco, o uno de sus metabolitos, es
quimicamente reactivo con la proteina. La union a proteina sérica comun a muchos farmacos es mucho mas débil y
de fuerza insuficiente para antigenicidad.

La reacciéon inmunoldgica especifica se ha determinado solo para bencilpenicilina. Este farmaco no se une con
suficiente fuerza a proteinas de tejido o suero para formar un complejo antigénico, pero su producto de degradacion
principal, el acido bencilpenicilénico, puede combinarse con proteinas de tejido formando bencilpeniciloilo (BPO), el
determinante antigénico principal de la penicilina. Se forman varios determinantes antigénicos secundarios en
cantidades relativamente pequefias mediante mecanismos que estan peor definidos. Las reacciones de
hipersensibilidad (1, 11, Ill, IV) implican lo mas habitualmente el determinante BPO. Los anticuerpos de IgE contra
determinantes secundarios pueden ser responsables de anafilaxia y urticaria en algunos pacientes. Se han
encontrado anticuerpos de IgG contra el determinante principal, pero no los secundarios. Pueden actuar como
“anticuerpos de bloqueo” de BPO, modificando o incluso evitando la reaccién con BPO, mientras que la falta de
anticuerpos de IgG de bloqueo contra los determinantes secundarios puede explicar la capacidad de estos
determinantes de inducir anafilaxia.

Todas las penicilinas semisintéticas (por ejemplo, amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina) reaccionan potencialmente de
forma cruzada con la penicilina, de modo que los pacientes sensibles a penicilina a menudo reaccionan también
ante ellas. Las reacciones cruzadas aparecen con cefalosporinas en un menor grado. El tratamiento con una
cefalosporina deberia iniciarse con gran precaucion si el paciente tiene un historial de reaccion grave (por ejemplo,
anafilaxia) ante penicilina.

Pueden desarrollarse reacciones de farmaco mediadas por anticuerpo hematoldgico (citotoxica de tipo 1) mediante
cualquiera de tres mecanismos: en anemia inducida por penicilina, el anticuerpo reacciona con el hapteno, que esta
fuertemente unido a la membrana de eritrocito, produciendo aglutinacién y una destruccién aumentada de eritrocitos.
En trombocitopenia inducida por estibofeno y quinidina, el farmaco forma un complejo soluble con su anticuerpo
especifico. ElI complejo reacciona entonces con plaquetas cercanas (las células diana “espectadoras inocentes”) y
activa el complemento, que permanece solo en la membrana de plaquetas e induce la lisis celular. En otras anemias
hemoliticas, el farmaco (por ejemplo, metildopa) parece alterar quimicamente la superficie de eritrocitos,
descubriendo asi un antigeno que induce y reacciona después con un autoanticuerpo, habitualmente de
especificidad Rh.

Las reacciones idiosincrasicas y anafilacticas toxicas son suficientemente Unicas en la clase o en el momento de tal
modo que el farmaco atacante habitualmente se identifica facilimente. Las reacciones de tipo enfermedad del suero
son debidas lo mas a menudo a penicilinas, pero ocasionalmente son responsables sulfonamidas, hidralazina,
sulfonilureas o tiazidas. La fotosensibilizacion es caracteristica de clorpromazina, ciertos antisépticos en jabones,
sulfonamidas, psoralenos, demeclociclina y griseofulvina. Deberian suspenderse todos los farmacos excepto
aquellos considerados absolutamente esenciales. Cuando se sospecha fiebre por farmaco, se suspende el farmaco
mas probable (por ejemplo, alopurinol, penicilina, isoniazida, sulfonamidas, barbituratos, quinidina). La reduccion de
la fiebre al cabo de 48 h sefiala fuertemente a ese farmaco. Si la fiebre esta acompafiada de granulocitopenia, es
mas probable la toxicidad por farmaco que la alergia y es mucho mas grave.

Las reacciones pulmonares alérgicas ante farmacos son habitualmente infiltrantes con eosinofilia, y pueden
producirse por sales de oro, penicilina y sulfonamidas, entre otros. La causa mas comun de reaccion pulmonar
infiltrante aguda es la nitrofurantoina. Esta es probablemente alérgica pero habitualmente no eosinofilica.

Las reacciones hepaticas pueden ser principalmente colestaticas (fenotiazinas y estolato de eritromicina estan lo
mas frecuentemente implicados) o hepatocelulares (alopurinol, hidantoinas, sales de oro, isoniazida, sulfonamidas,
acido valproico y muchos otros). La reaccion renal alérgica habitual es nefritis intersticial, lo mas cominmente debida
a meticilina; se han implicado también otros antimicrobianos y cimetidina.

Puede producirse un sindrome similar a lupus sistémico eritematoso por varios farmacos, lo mas cominmente
hidralazina y procainamida. El sindrome esta asociado a un ensayo positivo de anticuerpo antinuclear y es
relativamente benigno, evitando rifiones y SNC. La penicilamina puede producir LSE y otras enfermedades
autoinmunitarias, lo mas especialmente miastenia grave.

En 1989, se describid una actividad sérica inducida por endotoxina que inducia interferén y (IFN-y) obtenida en
células de bazo de raton (Nakamura et al., 1989). Esta actividad sérica no funcionaba como inductor directo de IFN-
Y, sino como coestimulante junto con IL-2 o mitégenos. Un intento de purificar la actividad a partir de suero de raton
postendotoxina reveld una proteina aparentemente homogénea de 50-55 kDa. Puesto que ofras citocinas pueden
actuar como coestimulantes de la produccion de IFN-y, la incapacidad de neutralizar anticuerpos contra IL-1, IL-2, IL-
5, IL-6 o TNF para neutralizar la actividad sérica sugeria que era un factor distinto. En 1995, los mismos cientificos
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demostraron que el coestimulante inducido por endotoxina para la produccion de IFN-y estaba presente en extractos
de higados de ratones preacondicionados con P. acnes (Okamura et al., 1995). En este modelo, la poblaciéon de
macrofagos hepaticos (células de Kupffer) se extiende y, en estos ratones, una dosis baja de lipopolisacarido
bacteriano (LPS), que en ratones no preacondicionados no es mortal, se vuelve mortal. El factor, llamado factor
inductor de IFN-y (IGIF) y designado posteriormente interleucina 18 (IL-18), se purificé hasta homogeneidad a partir
de 1.200 g de higados de ratén tratados con P. acnes. Se usaron oligonucleétidos degenerados derivados de
secuencias aminoacidicas de IL-18 purificada para clonar un ADNc de IL-18 de murido. La IL-18 es una proteina de
18-19 kDa de 157 aminoacidos que no tiene similitudes obvias con ningun péptido de las bases de datos. Los ARN
mensajeros de IL-18 e interleucina 12 (IL-12) se detectan facilmente en células de Kuppfer y macrofagos activados.
La IL-18 recombinante induce IFN-y mas potentemente que la IL-12, aparentemente a través de una ruta separada
(Micallef et al., 1996). De forma similar a la actividad sérica inducida por endotoxina, la IL-18 no induce IFN-y por si
misma, sino que funciona principalmente como coestimulante con mitégenos o IL-2. La IL-18 potencia la
proliferacion de linfocitos T, aparentemente a través de una ruta dependiente de IL-2, potencia la produccién de
citocina Th1 in vitro y exhibe sinergia cuando se combina con IL-12 en términos de produccion de IFN-y potenciada
(Maliszewski et al., 1990).

Después de clonar la forma de murido, se resefié la secuencia de ADNc humano para IL-18 en 1996 (Ushio et al.,
1996).

Al clonar IL-18 a partir de tejidos afectados y estudiar la expresion del gen de IL-18, se encontr6 una estrecha
asociacion de esta citocina con una enfermedad autoinmunitaria. El ratéon diabético no obeso (NOD) desarrolla
espontaneamente insulitis autoinmunitaria y diabetes, que pueden acelerarse y sincronizarse con una sola inyeccion
de ciclofosfamida. Se demostr6 ARNm de IL-18 mediante PCR con transcriptasa inversa en pancreas de ratén NOD
durante las etapas tempranas de insulitis. Los niveles de ARNm de IL-18 aumentaron rapidamente después del
tratamiento con ciclofosfamida, y precedieron a una elevacion del ARNm de IFN-y y consiguiente diabetes. De forma
interesante, esta cinética imita la del ARNm de IL-12-p40, dando como resultado una estrecha correlacion de los
niveles de ARNm individuales. La clonacion de ADNc de IL-18 a partir de ARN de pancreas seguido de
secuenciacion revel6 la identidad con la secuencia de IL-18 clonada a partir de células de Kupffer y macréfagos
preactivados in vivo. También los macrofagos de raton NOD respondian a la ciclofosfamida con la expresién del gen
de IL-18, mientras que los macréfagos de ratones Balb/c tratados en paralelo no lo hacian. Por lo tanto, la expresion
de IL-18 esta regulada anormalmente en ratones NOD autoinmunitarios y asociada estrechamente al desarrollo de
diabetes (Rothe et al., 1997).

La IL-18 desempefa un papel potencial en la inmunorregulacién o en inflamacién al aumentar la actividad funcional
del ligando Fas en células Th1 (Conti et al., 1997). La IL-18 se expresa también en la corteza suprarrenal y por lo
tanto podria ser un neuroinmunomodulador secretado, desempefiando un papel importante en la organizacion del
sistema inmunitario después de una experiencia estresante (Chater, 1986).

In vivo, la IL-18 se forma por escision de pro-IL-18, y su actividad enddgena parece dar cuenta de la produccion de
IFN-y en P. acnes y la mortalidad mediada por LPS. La IL-18 madura se produce a partir de su precursor mediante la
enzima conversora IL-13 (enzima conversora IL-1B, ICE, caspasa 1).

El receptor de IL-18 consiste en al menos dos componentes que cooperan en la unién de ligando. Se encontraron
sitios de alta y baja afinidad de unién para IL-18 en linfocitos T estimulados con IL-12 de murido (Yoshimoto et al.,
1998), sugiriendo un complejo receptor de multiples cadenas. Se han identificado hasta ahora dos subunidades de
receptor, ambas pertenecientes a la familia del receptor de IL-1 (Parnet ef al., 1996). La transduccion de sefial de IL-
18 implica la activacion de NF-kB (DiDonato et al., 1997).

Recientemente, se ha aislado una proteina soluble que tiene una alta afinidad por IL-18 a partir de orina humana, y
se han descrito los ADNc humano y de ratéon (Novick et al., 1999; WO 9910906). La proteina se ha designado
proteina de unién a IL-18 (IL-18BP).

La IL-18BP no es el dominio extracelular de uno de los receptores de IL-18 conocidos, sino una proteina en
circulacién natural secretada. Pertenece a una familia novedosa de proteinas secretadas. La familia incluye
adicionalmente varias proteinas codificadas por poxvirus que tienen una alta homologia con IL-18BP (Novick et al.,
1999). La IL-18BP se expresa constitutivamente en el bazo, pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y
tiene una homologia limitada con el receptor de IL-1 de tipo Il. Su gen se localizé en el cromosoma humano 11913, y
no se encontré codificacion exénica para un dominio transmembrana en una secuencia gendémica de 8,3 kb (Novick
et al., 1999).

Se han expresado, purificado y valorado la unién y neutralizacion de las actividades biolégicas de IL-18 de 4
isoformas humanas y 2 de ratén de IL-18BP, resultantes del corte y empalme de ARNm y encontradas en diversas
colecciones de ADNc (Kim et al., 2000). La isoforma a de IL-18BP humana (IL-18BPa) exhibia la mayor afinidad por
IL-18, con una rapida velocidad de asociacion, una lenta velocidad de disociacion y una constante de disociacion
(K(d)) de 399 pM. La IL-18BPc comparte el dominio Ig de IL-18BPa, excepto por los 29 aminoacidos C-terminales; la
K(d) de IL-18BPc es 10 veces menor (2,94 nM). No obstante, IL-18BPa y IL-18BPc neutralizan IL-18 >95 % a un
exceso molar de 2. Las isoformas IL-18BPb e IL-18BPd carecen de un dominio Ig completo y carecen de la
6
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capacidad de unirse a o neutralizar IL-18. Las isoformas IL-18BPc e IL-18BPd de murido, que poseen un dominio Ig
idéntico, neutralizan también >95 % IL-18 de murido a un exceso molar de 2. Sin embargo, la IL-18BPd de murido,
que comparte un motivo C-terminal comun con la IL-18BPa humana, neutraliza también la IL-18 humana. La
modelizacién molecular ha identificado un sitio de unién electrostatica e hidrofoba mixta en el dominio Ig de IL-18BP,
que podria dar cuenta de su alta afinidad de union al ligando (Kim et al., 2000).

En 1998, se propuso que la expresion de la interleucina 18 (IL-18) esta implicada en la patogénesis de la
hipersensibilidad de contacto de murido (Xu et al., 1998). Xu et al. usaron un modelo de hipersensibilidad de
contacto de murido con oxazolona como alérgeno de contacto y mostraron la induccion de la expresion de IL-18 en
lesiones cutaneas. Se encontré la maxima regulacion positiva 24 horas después de exposicion al alérgeno, después
la expresion de IL-18 se redujo gradualmente.

Se publicé un informe adicional de la capacidad de IL-18 de inducir una respuesta de HTR independientemente de
IL-18 por Kitching et al., 2000. Sin embargo, el papel de la IL-18 permanecia confuso, puesto que se resefié también
que la IL-18 era una terapia potencialmente eficaz por si misma para pacientes de dermatitis atépica (Habu et al.,
2001), lo que estaba en consonancia con varios ensayos clinicos que sugieren que el IFN-y mejora los sintomas de
dermatitis atépica (Reinhold et al., 1990; Hanifin et al., 1993). Los documentos EP110969A, EP0974600A y
EP0864585A se refieren a IL-18BP o mAb anti-IL-18 o proteinas receptoras de IL-18 para uso en la terapia de
alergia, inflamacion o enfermedades autoinmunitarias.

Compendio de la invencion

La presente invencion esta basada en el descubrimiento de que el tratamiento de ratones con inhibidores de IL-18
en un modelo de hipersensibilidad de tipo IV da como resultado la atenuacién de la reaccién de hipersensibilidad en
el animal en comparacion con animales de control. Por lo tanto, la invencion se refiere al uso de un inhibidor de IL-18
segun la reivindicacion 1 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencién de trastornos
de hipersensibilidad. El uso de combinaciones de un inhibidor de IL-18 con un interferén y/o un inhibidor de TNF y/o
inhibidores de la inflamacién y/o farmacos antialérgicos estd también contemplado segun la invenciéon. En un
aspecto adicional, la invencién se refiere al uso de un vector de expresidon que comprende la secuencia de
codificacion de un inhibidor de IL-18 para el tratamiento y/o la prevencion de afecciones de hipersensibilidad. La
invencion se refiere adicionalmente al uso de células modificadas por ingenieria genética para expresar inhibidores
de IL-18 para la prevencion y/o el tratamiento de trastornos de hipersensibilidad.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra que el tratamiento con IL-18BP durante la exposicion protege de la hipersensibilidad de contacto
(HSC). Los ratones se sensibilizaron con DNFB en el lomo el dia 0 y se expusieron al mismo 5 dias después en las
orejas. Se midi6 diariamente la hinchazén de oreja y se expresé como el aumento de hinchazén de la oreja expuesta
a DNFB frente a la de control tratada con vehiculo. El tratamiento con 250 ug de IL-18BP i.p. por ratén diariamente
los dias 5 a 8 redujo notablemente la hinchazén de oreja (A), mientras que el tratamiento los dias 0 a 2 no era
protector en este entorno experimental (B) (n= 5 ratones por grupo). Cuadrados: ratones tratados con IL-18BP,
triangulos: animales de control, concretamente tratados con disolucion salina.

La Fig. 2 muestra la extension de la hinchazén de oreja del dia 5 al 30 después de la primera exposicion a hapteno
el dia 5 y la segunda exposicion el dia 19 en un modelo de hipersensibilidad de tipo retardado con administracion
sistémica de 250 ug/ratén/dia de IL-18BP (cuadrados blancos) o vehiculo (cuadrados negros) de los dias 19 a 22.

La Fig. 3 muestra que la IL-18BP protege de HSC al neutralizar la IL-18. Se compararon en ratones C57BL/6
deficientes en IL-18 (KO) y de tipo silvestre su capacidad de crear una respuesta de HSC. Los ratones deficientes en
IL-18 desarrollan HSC ante DNFB, aunque menos marcada que los ratones de tipo silvestre. Sin embargo, no se
observo efecto del tratamiento con IL-18BP en ratones deficientes de IL-18, indicando que el efecto antiinflamatorio
de IL-18BP en la HSC era debido a la neutralizaciéon de IL-18 (n = 5 ratones por grupo). Circulos: disolucién salina
en ratones 1L-18 KO; rombos: IL-18BP en ratones IL-18 KO; cuadrados: IL-18BP en ratones de tipo silvestre (WT);
triangulos: disolucion salina en ratones WT.

La Fig. 4 muestra que la IL-18BP no reduce la exudacion vascular durante HSC. La HSC se indujo en ratones
C57BL/6. Para monitorizar el edema causado por la reaccion de HSC, se inyect6 azul de Evans i.v. 2 h antes de
exponer a DNFB. Se sacrificaron los ratones 24 horas después y se procesaron las orejas para extraer el tinte que
habia exudado de los vasos y acumulado en el tejido circundante. Se valor6 la exudacion vascular como la cantidad
de tinte por mg de tejido de oreja secado corregido para la concentracion de azul de Evans en el suero, y se expreso
como el cociente de oreja expuesta frente a control. Aunque el tratamiento con IL-18BP el dia 4 y el dia 5 reducia la
hinchazén a un 56 % de la del control tratado con vehiculo (panel izquierdo, p < 0,01), no habia una diferencia
significativa en la exudacion vascular entre estos dos grupos. Ambos grupos mostraban un edema significativamente
aumentado en comparacion con el grupo de control no sensibilizado (p < 0,05 y p < 0,01). Como control adicional, se
trataron los ratones con 250 ug de la proteina irrelevante BSA por animal y dia. Estos ratones desarrollaron HSC
como los animales de control tratados con vehiculo (n =10 ratones por grupo).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2533253 T3

Fig. 5. El tratamiento con IL-18BP reduce la infiltracion inflamatoria de la oreja expuesta a DNFB. Se indujo HSC en
ratones C57BL/6 como se describe. Se trataron los animales con IL-18BP o vehiculo los dias 4 a 6. El tratamiento
con IL-18BP redujo la hinchazén un 58 % de la del control de vehiculo el dia 7. Se sacrificaron los ratones el dia 7,
se recogieron las orejas expuestas, se combinaron por grupos (n= 8) y se digirieron con enzima, obteniéndose
suspensiones monocelulares. Se caracterizaron las células mediante analisis FACS posterior que clasifica las
células vivas positivas de CD45. Los numeros de linfocitos T af, linfocitos NK, neutréfilos y monocitos/macréfagos
encontrados en las preparaciones de oreja se expresan como el porcentaje de las células totales analizadas (valores
superiores). La reduccion de estos tipos celulares después de tratamiento con IL-18BP respecto al control de
vehiculo se da en las cifras inferiores.

La Fig. 6 muestra que la activacion de linfocitos T es deficiente tras el tratamiento con IL-18BP. Se volvieron a
estimular las células obtenidas a partir de orejas expuestas a DNFB con 2 x 10° por pocillo con anticuerpo anti-CD3
unido a placa. No se anadi6 IL-18BP adicional durante el periodo de cultivo de 24 h posterior. Se midio la produccién
de IFN-y por triplicado por ELISA. Las células obtenidas a partir de ratones tratados con IL-18BP producian solo un
45 % del IFN-y encontrado en los cultivos de células de animales de control tratados con vehiculo.

La Fig. 7 muestra que el tratamiento con IL-18BP reduce el nimero de células productoras de IFN-y en el infiltrado
inflamatorio de la oreja. Se estimularon las preparaciones celulares de orejas expuestas a DNFB con PMA* 50 ng/ml
y lonomicina 500 ng/ml durante 4 h. Se bloque? la secrecion de citocina mediante la adicion de brefeldina A 2 pg/mli
durante las 2 ultimas horas de la incubacion. Se sometieron entonces las células a tincién inmunofluorescente
multicolor para IFN-y intracelular y antigenos de superficie. El tratamiento con IL-18BP redujo el nimero total de
células positivas para tincion de IFN-y al 78 % de las del control de vehiculo. El IFN-y se produjo por linfocitos T CD8
y en una menor extension por linfocitos T CD4. No se detectd IFN-y en linfocitos NK ni linfocitos T af (nd: no
detectado; *12-miristato 13-acetato de forbol).

Fig. 8: El tratamiento con IL-18BP no perjudica la agrupacion de células de Langerhans en el nédulo linfatico de
drenaje. Se pintaron los ratones con el hapteno FITC o vehiculo acetona/ftalato de dibutilo (1:1) sobre el flanco
derecho e izquierdo, respectivamente. Se recogieron los nddulos linfaticos inguinales 24 h después de pintar.
Pudieron detectarse células de Langerhans conjugadas con hapteno por FACS como células FITC+, CD11c+ en el
nodulo linfatico de drenaje del flanco pintado con FITC, pero no en el nédulo linfatico contralateral de drenaje del
flanco pintado solo con vehiculo. La proporcion de células de Langerhans portadoras de hapteno en el nédulo
linfatico era de un 1,2 % de las células de nédulo linfatico totales en animales tratados con IL-18BP 24 h y 1 h antes
de pintar. Esto no diferia significativamente del nimero obtenido con animales tratados con control. (n =5 nédulos
linfaticos de drenaje por grupo).

Descripcion de la invencion

La presente invencion esta basada en el descubrimiento de que un inhibidor de 1L-18 ejercia un efecto beneficioso
sobre la recuperacion de exposicion a hapteno en un modelo de murido de hipersensibilidad de tipo IV.

Por lo tanto, la invencion se refiere al uso de un inhibidor de IL-18 segun la reivindicacion 1 para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de trastornos de hipersensibilidad.

Dentro del contexto de la presente invencion, las expresiones “trastorno de hipersensibilidad” y “trastorno alérgico”
se usan de forma sinénima. Ambos términos se refieren a trastornos o reacciones causados por una respuesta
inmunitaria adaptativa inapropiada. Las reacciones de hipersensibilidad son el resultado de respuestas inmunitarias
normalmente beneficiosas que actian inapropiadamente ante antigenos extrafios tales como, por ejemplo,
habitualmente macromoléculas ambientales, lo que puede conducir a reacciones inflamatorias y dafio de tejido. En
los trastornos de hipersensibilidad, un estimulo normalmente inocuo, el alérgeno, desencadena una respuesta
inmunitaria que, tras reexposicion, se reactiva generando dafio patolégico.

Los trastornos de hipersensibilidad, asi como sus sintomas e implicaciones clinicos, se han descrito con detalle en
los “Antecedentes de la invencion” y el uso segun la invencion se refiere a los trastornos de hipersensibilidad
mencionados en los mismos.

En una realizacion de la presente invencion, el trastorno de hipersensibilidad se selecciona del grupo consistente en
trastornos con reacciones de hipersensibilidad de tipo IV.

Los trastornos con hipersensibilidad de tipo | se denominan también hipersensibilidad inmediata o alergia comun. La
hipersensibilidad esta mediada por IgE. Las reacciones de hipersensibilidad inmediata (tipo |) son debidas a la unién
entre antigeno e IgE en mastocitos o basdfilos. Dentro del significado de los trastornos con reacciones de
hipersensibilidad de tipo I, estan las enfermedades atépicas tales como rinitis alérgica, conjuntivitis alérgica,
dermatitis atdpica, asma extrinseca alérgica, urticaria y anafilaxia sistémica. La anafilaxia es una reaccion alérgica
grave potencialmente mortal debido a hipersensibilidad de tipo | (inmediata).

La hipersensibilidad de tipo Il o citotoxica implica acciones citoliticas mediadas por anticuerpo, complemento y/o
mecanismos celulares. El anticuerpo contra antigeno unido a célula (tipo Il) causa la destruccion celular al activar el

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2533253 T3

complemento o promover la fagocitosis. Los trastornos con hipersensibilidad de tipo Il comprenden, por ejemplo,
anemias hemoliticas positivas de Coombs, purpura trombocitopénica inducida por anticuerpo, leucopenia, pénfigo,
penfigoide, sindrome de Goodpasture y anemia perniciosa. Estas reacciones pueden aparecer en pacientes que
reciben transfusiones incompatibles, en enfermedad hemolitica del recién nacido y en trombocitopenia neonatal, y
pueden desempefiar también un papel en enfermedades de hipersensibilidad multisistémica (por ejemplo, lupus
sistémico eritematoso, LSE), por ejemplo.

Los trastornos con hipersensibilidad de tipo Ill implican reacciones en que los anticuerpos forman complejos
inmunitarios con antigeno. Los complejos en circulaciéon activan el complemento, se unen a eritrocitos que se
fagocitan entonces en el bazo, dejan la circulaciéon y desencadenan inflamacion en espacios de tejido. Esta reaccion
se denomina reaccion de Arthus. Como alternativa, los complejos se fagocitan por macrofagos que presentan
antigeno, liberan citocinas y activan linfocitos B y T. IgE, IgA, IgG e IgM forman todas complejos con antigeno. Las
reacciones de tipo Ill son generalmente el resultado de la deposicién de complejos inmunitarios en tejidos,
particularmente piel, articulaciones y rifiones. La nefritis créonica por inmunocomplejos da cuenta de la mayoria de
casos de glomerulonefritis en seres humanos. Segun la invencion, los trastornos de hipersensibilidad de tipo Il
comprenden, por ejemplo, enfermedad del suero debido a suero, farmacos o antigeno de hepatitis virica; ELA;
artritis reumatoide (AR); poliarteritis; crioglobulinemia; neumonitis por hipersensibilidad; aspergilosis broncopulmonar;
glomerulonefritis aguda; glomerulonefritis membranoproliferativa crénica y enfermedad renal asociada.

Los trastornos con hipersensibilidad de tipo IV implican reacciones mediadas por célula y tardan generalmente 12 o
mas horas en desarrollarse. Los trastornos de hipersensibilidad de tipo IV pueden implican inflamacién, y su
resultado puede ser enfermedad inflamatoria crénica. La hipersensibilidad de tipo IV se denomina también
hipersensibilidad de tipo retardado o HTR. Una vez se han sensibilizado los linfocitos T por exposiciéon primaria, la
exposicién secundaria es seguida por una reaccion de hipersensibilidad de tipo retardado. Esta reaccion es una
respuesta inflamatoria local, que a veces tarda 2-3 dias en desarrollarse clinicamente.

En una realizacién preferida de la invencion, el trastorno de hipersensibilidad es hipersensibilidad de tipo retardado.
Por tanto, la invencién se refiere a todas las clases de afecciones clinicas en que las reacciones de tipo IV sean
importantes, tales como hipersensibilidad de contacto de tipo retardado, dermatitis, dermatitis de contacto,
neumonitis por hipersensibilidad, rechazo de aloinjerto, granulomas debidos a organismos intracelulares, algunas
formas de sensibilidad a farmaco, tiroiditis y encefalomielitis después de vacunacion por rabia.

La HTR puede ser el resultado de la respuesta inmunitaria mediada por célula normal ante infeccién con virus,
hongos y ciertas bacterias, especialmente Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae. Los agentes
externos adicionales que provocan HTR pueden ser secreciones de plantas, animales, insectos o reptiles, antigenos
quimicos o bioquimicos. Pueden derivar de fuentes sintéticas o naturales. Diversos tipos de fibras y tejidos, tales
como el latex usado en guantes quirurgicos, pueden dar lugar a una reaccion de hipersensibilidad mediada por
linfocitos T en ciertos individuos. Los agentes externos atacantes pueden ser agentes portados por agua tales como
sales y minerales disueltos, encontrados por ejemplo en operaciones ambientales, de mineria, metalirgicas y de
fabricacion quimica.

En otra realizacion preferida de la invencién, el trastorno de hipersensibilidad es dermatitis de contacto o
hipersensibilidad por contacto. La dermatitis de contacto, también una reaccién de tipo IV, es una reaccién ante
antigenos ocupacionales y otros. Los agentes que provocan la dermatitis de contacto son habitualmente de peso
molecular comparativamente bajo (< 1 kDa) y no inmunogénicos por si mismos, en lugar de ello, son moléculas
altamente reactivas que se unen covalentemente a proteinas de piel o tejido. El producto quimico sensibilizante se
denomina hapteno y la proteina hospedadora con la que se combina se denomina portador. Son conocidos muchos
haptenos que provocan dermatitis de contacto. Para descubrir si un individuo desarrollara dermatitis de contacto
contra un sensibilizante dado, se aplica un sensibilizante de contacto sospechoso sobre la espalda del paciente y se
cubre durante 48 horas. Se inspecciona el sitio de reaccion después de 2 y 24 horas. En una respuesta positiva, hay
inflamacion e induracion en el sitio de ensayo.

La hipersensibilidad de tipo retardado es también un mecanismo clave que determina el rechazo de 6rganos de
ensayo trasplantados, y por lo tanto la invencion se refiere adicionalmente al uso de un inhibidor de IL-18 para la
prevencion del rechazo de injerto.

El término “inhibidor de IL-18" dentro del contexto de esta invencidn hace referencia a cualquier molécula segun la
reivindicacion 1 que module la produccion y/o acciéon de IL-18 de tal modo que se atenue, reduzca o evite parcial,
sustancial o completamente o se bloquee la produccién y/o accién de IL-18. El término “inhibidor de IL-18” pretende
englobar inhibidores de la produccion de IL-18 asi como inhibidores de la accién de IL-18.

Un inhibidor de la produccion puede ser cualquier molécula que afecte negativamente a la sintesis, procesamiento o
maduracioén de IL-18. Los inhibidores considerados segun la invencion pueden ser, por ejemplo, supresores de la
expresion génica de la interleucina IL-18, ARNm anticodificantes que reducen o evitan la transcripcion de ARNm de
IL-18 o que conducen a la degradacién del ARNm, proteinas que perjudican el plegamiento correcto o que evitan
parcial o sustancialmente la secrecion de IL-18, proteasas que degradan la IL-18 una vez se ha sintetizado o
inhibidores de proteasas que escinden pro-IL-18 para generar IL-18 madura, tales como inhibidores de caspasa 1.
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Un inhibidor de la accion de IL-18 puede ser un antagonista de IL-18, por ejemplo. Los antagonistas pueden unirse a
o captar la molécula de IL-18 misma con suficiente afinidad y especificidad para neutralizar parcial o sustancialmente
la IL-18 o el sitio o sitios de unién de IL-18 responsables de la union de IL-18 a sus ligandos (como, por ejemplo, a
sus receptores). Un antagonista puede inhibir también la ruta de sefalizacién de IL-18, que se activa en las células
tras la union de IL-18/receptor.

Los inhibidores de la accién de IL-18 pueden ser también receptores de IL-18 solubles o moléculas que imitan los
receptores, o agentes que bloquean los receptores de IL-18 o anticuerpos de IL-18, tales como anticuerpos
policlonales o monoclonales o cualquier otro agente o molécula que evite la unién de IL-18 a sus dianas, reduciendo
o evitando asi la provocacién de reacciones intra- o extracelulares mediadas por IL-18.

En una realizacioén preferida de la presente invencion, el inhibidor de IL-18 es como se define en la reivindicacion 1.

El término “proteinas de unién a IL-18” se usa en la presente memoria como sinénimo de “proteina de union a IL-18”
0 "IL-18BP". Comprende proteinas de unién a IL-18 como se definen en el documento WO 99/09063 o en Novick et
al., 1999, incluyendo variantes de corte y empalme y/o isoformas de proteinas de unién a IL-18 como se definen en
Kim et al., 2000, que se unen a IL-18. En particular, las isoformas humanas a y c de IL-18BP son Uutiles de acuerdo
con la presente invencion. Las proteinas Utiles segun la presente invencion pueden estar glucosiladas o no
glucosiladas, pueden derivar de fuentes naturales como orina o pueden producirse preferiblemente de forma
recombinante. La expresion recombinante puede llevarse a cabo en sistemas de expresion procariéticos como E.
coli, o eucariéticos, y preferiblemente en sistemas de expresién de mamifero.

Como se usa en la presente memoria, el término “muteinas” hace referencia a analogos de una IL-18BP o a
analogos de una IL-18BP virica, en que uno o mas de los residuos aminoacidicos de una IL-18BP natural o IL-18BP
virica estan reemplazados por diferentes residuos aminoacidicos, o estan eliminados, o se afiaden uno o mas
residuos aminoacidicos a la secuencia natural de una IL-18BP o una IL-18BP virica sin cambiar considerablemente
la actividad de los productos resultantes en comparacion con la IL-18BP de tipo silvestre o IL-18BP virica. Estas
muteinas se preparan mediante técnicas de sintesis y/o mutagénesis de sitio conocidas o cualquier otra técnica
conocida adecuada para ello.

Las muteinas incluyen proteinas codificadas por un acido nucleico tal como ADN o ARN, que hibridan con ADN o
ARN que codifica una IL-18BP o que codifica una IL-18BP virica, de acuerdo con la presente invencion, en
condiciones rigurosas. El término “condiciones rigurosas” hace referencia a las condiciones de hibridacion y posterior
lavado a las que los expertos en la técnica hacen referencia convencionalmente como “rigurosas”. Véase Ausubel et
al., “Current Protocols in Molecular Biology”, supra, Interscience, N.Y., apartados 6.3 y 6.4 (1987, 1992) y Sambrook
et al., supra. Sin limitacion, los ejemplos de condiciones rigurosas incluyen condiciones de 12-20 °C por debajo de la
Tm calculada del hibrido en estudio, por ejemplo, 2 x SSC y 0,5 % de SDS durante 5 minutos, 2 x SSC y 0,1 % de
SDS durante 15 minutos; 0,1 x SSC y 0,5% de SDS a 68 °C durante 30-60 minutos y después 0,1 x SSC y 0,5 % de
SDS a 68 °C durante 30-60 minutos. Los expertos en esta técnica entienden que las condiciones de rigor dependen
también de la longitud de las secuencias de ADN, de las sondas oligonucleotidicas (tales como de 10-40 bases) o de
las sondas oligonucleotidicas mixtas. Si se usan sondas mixtas, es preferible usar cloruro de tetrametilamonio
(TMAC) en lugar de SSC. Véase Ausubel, supra.

La identidad refleja la relacion entre dos o mas secuencias polipeptidicas o dos 0 mas secuencias polinucleotidicas,
determinada comparando las secuencias. En general, la identidad hace referencia a la correspondencia exacta de
nucleétido a nucleétido o aminoacido a aminoacido de las dos secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas,
respectivamente, a lo largo de las secuencias que se estan comparando.

Para secuencias donde no hay una correspondencia exacta, puede determinarse un “% de identidad”. En general,
se alinean las dos secuencias para comparar para dar la correlacion maxima entre las secuencias. Esto puede incluir
insertar “huecos” en una cualquiera o ambas secuencias, para potenciar el grado de alineamiento. Puede
determinarse un % de identidad todo a lo largo de cada una de las secuencias que se estan comparando
(denominado alineamiento global), que es particularmente adecuado para secuencias de la misma o muy similar
longitud, o por longitudes mas cortas definidas (denominado alineamiento local), que es mas adecuado para
secuencias de longitud diferente.

Los procedimientos para comparar la identidad y homologia de dos o mas secuencias son bien conocidos en la
técnica. Por tanto, por ejemplo, pueden usarse los programas disponibles en el paquete de analisis de secuencia
Wisconsin, version 9.1 (Devereux J et al., 1984), por ejemplo los programas BESTFIT y GAP, para determinar el %
de identidad entre dos polinucledtidos y el % de homologia entre dos secuencias polipeptidicas. BESTFIT usa el
algoritmo de “homologia local” de Smith y Waterman (1981) y encuentra la mejor region unica de similitud entre dos
secuencias. Son también conocidos en la técnica otros programas para determinar la identidad y/o similitud entre
secuencias, por ejemplo, la familia BLAST de programas (Altschul S F et al., 1990, Altschul SF et al., 1997,
accesible a través de la pagina principal del NCBI en www.ncbi.nim.nih.gov) y FASTA (Pearson WR, 1990; Pearson
1988).
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Cualquiera de dichas muteinas tiene, preferiblemente, una secuencia de aminoacidos suficientemente similar a la de
una IL-18BP, o suficientemente similar a la de una IL-18BP virica, de tal modo que tiene una actividad
sustancialmente similar a la de IL-18BP. Es una actividad de IL-18BP su capacidad de unirse a IL-18. A condicion de
que la muteina tenga una actividad de union sustancial a IL-18, puede usarse en la purificacion de IL-18, tal como
mediante cromatografia de afinidad, y por tanto puede considerarse que tiene una actividad sustancialmente similar
a IL-18BP. Por tanto, puede determinarse si cualquier muteina dada tiene sustancialmente la misma actividad que
IL-18BP mediante experimentacion rutinaria que comprende someter a dicha muteina, por ejemplo, a un ensayo
competitivo en sandwich sencillo para determinar si se une o no a una IL-18 apropiadamente marcada, tal como
radioinmunoensayo o ensayo ELISA.

Cualquiera de dichas muteinas tiene al menos un 40 % de identidad u homologia con la secuencia de cualquiera de
una IL-18BP o un homologo de IL-18BP codificado por virus, como se define en el documento WO 99/09063. Mas
preferiblemente, tiene al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 % o, al menos un 90
% de identidad u homologia con la misma.

Las muteinas de polipéptidos de IL-18BP o muteinas de IL-18B virica o acido nucleico que codifica las mismas
incluyen un conjunto finito de secuencias sustancialmente correspondientes como péptidos o polinucleétidos de
sustitucién que pueden obtenerse rutinariamente por un experto en la técnica, sin experimentacion indebida,
basandose en las ensefianzas y guias presentadas en la presente memoria.

Los cambios preferidos de muteinas son las conocidas como sustituciones “conservativas”. Las sustituciones
aminoacidicas conservativas de polipéptidos o proteinas de IL-18BP o IL-18BP viricas pueden incluir aminoacidos
sinénimos de un grupo que tiene propiedades fisicoquimicas suficientemente similares, de modo que la sustitucion
entre miembros del grupo conservara la funcion biolégica de la molécula (Grantham, 1974). Resulta evidente que
pueden hacerse también inserciones y deleciones de aminoacidos en las secuencias anteriormente definidas sin
alterar su funcién, particularmente si las inserciones o deleciones implican solo unos pocos aminoacidos, por
ejemplo menos de 30, y preferiblemente menos de 10, y no retiran ni desplazan aminoacidos que sean criticos para
la conformacion funcional, por ejemplo, residuos de cisteina. Las proteinas y muteinas producidas mediante dichas
deleciones y/o inserciones entran dentro del alcance de la presente invencion.

Preferiblemente, los grupos aminoacidicos sindnimos son aquellos definidos en la Tabla 1. Mas preferiblemente, los
grupos aminoacidicos sinénimos son aquellos definidos en la Tabla 2, y lo mas preferiblemente, los grupos
aminoacidicos sindnimos son aquellos definidos en la Tabla 3.

TABLA 1
Grupos preferidos de aminoacidos sinénimos

Aminoacido Grupo sinénimo

Ser Ser, Thr, Gly, Asn

Arg Arg, GIn, Lys, Glu, His

Leu lle, Phe, Tyr, Met, Val, Leu

Pro Gly, Ala, Thr, Pro

Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, GIn, Thr
Ala Gly, Thr, Pro, Ala

Val Met, Tyr, Phe, lle, Leu, Val

Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly

lle Met, Tyr, Phe, Val, Leu, lle
Phe Trp, Met, Tyr, lle, Val, Leu, Phe
Tyr Trp, Met, Phe, lle, Val, Leu, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys

His Glu, Lys, GIn, Thr, Arg, His

GIn Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gin
Asn GIn, Asp, Ser, Asn
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Lys Glu, GIn, His, Arg, Lys

Asp Glu, Asn, Asp

Glu Asp, Lys, Asn, GIn, His, Arg, Glu
Met Phe, lle, Val, Leu, Met

Trp Trp

TABLA 2

Grupos mas preferidos de aminoacidos sinénimos

Aminoacido Grupo sinénimo

Ser Ser

Arg His, Lys, Arg

Leu Leu, lle, Phe, Met

Pro Ala, Pro

Thr Thr

Ala Pro, Ala

Val Val, Met, lle

Gly Gly

lle lle, Met, Phe, Val, Leu
Phe Met, Tyr, lle, Leu, Phe
Tyr Phe, Tyr

Cys Cys, Ser

His His, GIn, Arg

GIn Glu, GIn, His

Asn Asp, Asn

Lys Lys, Arg

Asp Asp, Asn

Glu Glu, GIn

Met Met, Phe, lle, Val, Leu
Trp Trp

TABLA 3

Los grupos mas preferidos de aminoacidos sindnimos

Aminoacido Grupo sinénimo

Ser Ser
Arg Arg
Leu Leu, lle, Met
Pro Pro
Thr Thr
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Ala Ala

Val Val

Gly Gly

lle lle, Met, Leu
Phe Phe

Tyr Tyr

Cys Cys, Ser
His His

Gin Gin

Asn Asn

Lys Lys

Asp Asp

Glu Glu

Met Met, lle, Leu
Trp Met

Los ejemplos de produccion de sustituciones aminoacidicas en proteinas que pueden usarse para obtener muteinas
de polipéptidos o proteinas de IL-18BP, o muteinas de IL-18BP viricas, incluyen cualquier etapa de método
conocida, tal como se presentan en las patentes de EE.UU. 4.959.314, 4.588.585 y 4.737.462 de Mark et al,
5.116.943 de Koths et al., 4.965.195 de Namen et al.; 4.879.111 de Chong et al. y 5.017.691 de Lee ef al. y
proteinas sustituidas con lisina presentadas en la patente de EE.UU. n° 4.904.584 (Shaw et al.).

El término “proteina fusionada” hace referencia a un polipéptido que comprende una IL-18BP o una IL-18BP virica o
una muteina o fragmento de las mismas, fusionada con otra proteina que, por ejemplo, tiene un tiempo de residencia
ampliado en fluidos corporales. Por tanto, una IL-18BP o IL-18BP virica puede estar fusionada con otra proteina,
polipéptido o similar, por ejemplo, una inmunoglobulina o fragmento de la misma.

"Derivados funcionales” como se usa en la presente memoria cubre derivados de IL-18BP o IL-18BP virica y sus
muteinas y proteinas fusionadas, que pueden prepararse a partir de grupos funcionales que aparecen como
cadenas laterales en los residuos o los grupos N- o C-terminales por medios conocidos en la técnica, y estan
incluidos en la invencion a condicion de que permanezcan farmacéuticamente aceptables, concretamente, de que no
destruyan la actividad de la proteina que es sustancialmente similar a la actividad de IL-18BP o IL-18BP virica, y que
no confieran propiedades toxicas a las composiciones que los contienen.

Estos derivados incluyen cadenas laterales de polietilenglicol que pueden enmascarar sitios antigénicos y ampliar la
residencia de una IL-18BP o IL-18BP virica en fluidos corporales. Se dan a conocer también en la presente memoria
derivados que incluyen ésteres alifaticos de grupos carboxilo, amidas de grupos carboxilo por reaccion con
amoniaco o con aminas primarias o secundarias, derivados de N-acilo de grupos amino libres de los residuos
aminoacidicos formados por restos acilo (por ejemplo, grupos alcanoilo o aroilo carbociclicos) o derivados de O-acilo
de grupos hidroxilo libres (por ejemplo, aquellos de residuos de serilo o treonilo) formados por restos acilo.

Como “fracciones activas” de una IL-18BP o IL-18BP virica y proteinas fusionadas, la presente invencion cubre
cualquier fragmento o precursor de la cadena polipeptidica de la molécula de proteina sola o junto con moléculas
asociadas o residuos ligados a la misma, por ejemplo residuos de azucar o fosfato, o agregados de la molécula de
proteina o los residuos de azicar por si mismos, siempre y cuando dicha fraccion tenga una actividad
sustancialmente similar a IL-18BP.

El término “sales” hace referencia en la presente memoria tanto a sales de grupos carboxilo como a sales de adicion
de acido de grupos amino de la molécula inhibidora de IL-18, o analogos de la misma. Las sales de un grupo
carboxilo pueden formarse por medios conocidos en la técnica e incluyen sales inorganicas, por ejemplo sales de
sodio, calcio, amonio, férricas o de cinc, y sales con bases organicas tales como aquellas formadas, por ejemplo,
con aminas tales como trietanolamina, arginina o lisina, piperidina o procaina. Las sales de adicion de acido
incluyen, por ejemplo, sales con acidos minerales tales como, por ejemplo, acido clorhidrico o acido sulfurico, y sales
con acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético o acido oxalico. Por supuesto, cualquiera de dichas
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sales debe retener la actividad biolégica del inhibidor de IL-18 relevante para la presente invencion, tal como ejercer
un efecto beneficioso sobre HTR, por ejemplo.

En una realizacion preferida adicional, el inhibidor de IL-18 es un anticuerpo de IL-18. Los anticuerpos anti-IL-18
pueden ser policlonales o monoclonales, quiméricos, humanizados o incluso totalmente humanos. Los anticuerpos
recombinantes y fragmentos de los mismos se caracterizan por su alta afinidad de union a IL-18 in vivo y su baja
toxicidad. Los anticuerpos se caracterizan por su capacidad de tratar pacientes durante un periodo suficiente para
tener una regresion de buena a excelente o el alivio de la afeccién patogénica o de cualquier sintoma o grupo de
sintomas relacionados con una afeccion patogénica, y una baja toxicidad.

Los anticuerpos neutralizantes se generan facilmente en animales tales como conejos, cabras o ratones mediante
inmunizacién con IL-18. Los ratones inmunizados son particularmente Utiles para proporcionar fuentes de linfocitos B
para la fabricacion de hibridomas, que a su vez se cultivan para producir grandes cantidades de anticuerpos
monoclonales anti-I1L-18.

Los anticuerpos quiméricos son moléculas de inmunoglobulina caracterizadas por dos 0 mas segmentos o porciones
derivados de especies animales diferentes. Generalmente, la region variable del anticuerpo quimérico deriva de un
anticuerpo de mamifero no humano, tal como anticuerpo monoclonal de murido, y la regién constante de
inmunoglobulina deriva de una molécula de inmunoglobulina humana. Preferiblemente, ambas regiones y la
combinacion tienen una baja inmunogenicidad como se determina rutinariamente (Elliott et al., 1994). Los
anticuerpos humanizados son moléculas de inmunoglobulina creadas mediante técnicas de ingenieria genética en
que las regiones constantes de murido se reemplazan por las contrapartidas humanas, reteniendo las regiones de
union a antigeno de murido. El anticuerpo quimérico de raton-humano resultante tiene preferiblemente una
inmunogenicidad reducida y una farmacocinética mejorada en seres humanos (Knight et al., 1993).

Por tanto, en una realizacion preferida adicional, el anticuerpo de IL-18 es un anticuerpo de IL-18 humanizado. Los
ejemplos preferidos de anticuerpos anti-IL-18 humanizados se describen en la solicitud de patente europea EP
0.974.600, por ejemplo.

En una realizacion adicional mas, el anticuerpo de IL-18 es totalmente humano. La tecnologia para producir
anticuerpos humanos se describe con detalle, por ejemplo, en los documentos WOO00/76310, W099/53049, US
6.162.963 o AU5336100. Los anticuerpos totalmente humanos son anticuerpos recombinantes, producidos
preferiblemente en animales transgénicos, por ejemplo xenorratones, que comprenden todos o parte de los loci de
inmunoglobulina humana funcionales.

En una realizaciéon altamente preferida de la presente invencion, el inhibidor de IL-18 es una IL-18BP como se define
en la reivindicacion 1.

Las secuencias de IL-18BP y sus variantes de corte y empalme/isoformas pueden tomarse del documento
WO099/09063 o de Novick et al., 1999, asi como de Kim et al., 2000.

Los derivados funcionales de IL-18BP pueden conjugarse con polimeros para mejorar las propiedades de la
proteina, tal como estabilidad, semivida, biodisponibilidad, tolerancia por el cuerpo humano o inmunogenicidad. Para
conseguir este objetivo, la IL-18BP puede ligarse, por ejemplo, a polietilenglicol (PEG), La pegilacion puede llevarse
a cabo mediante métodos conocidos, descritos en el documento WO 92/13095 por ejemplo.

Por lo tanto, en una realizacién preferida, los derivados funcionales comprenden al menos un resto unido a uno o
mas grupos funcionales, que aparecen como una o mas cadenas laterales en los residuos aminoacidicos. Es
altamente preferida una realizacion en que el resto es un resto de polietilenglicol (PEG).

En una realizacion preferida adicional de la invencion, el inhibidor de IL-18 comprende una fusién de
inmunoglobulina, concretamente el inhibidor de IL-18 es una proteina fusionada que comprende toda o parte de una
proteina de union a IL-18, que esta fusionada con toda o una parte de una inmunoglobulina. Los métodos para
preparar proteinas de fusiéon de inmunoglobulina son bien conocidos en la técnica, tales como los descritos en el
documento WO 01/03737, por ejemplo. El experto en la técnica entendera que la proteina de fusién resultante de la
invencion retiene la actividad biologica de IL-18BP, en particular la unién a IL-18. La fusion puede ser directa o a
través de un péptido ligador corto que puede ser tan corto como de 1 a 3 residuos aminoacidicos de longitud o mas,
por ejemplo de 13 residuos aminoacidicos de longitud. Dicho ligador puede ser un tripéptido de secuencia E-F-M
(Glu-Phe-Met), por ejemplo, o una secuencia ligadora de 13 aminoacidos que comprende Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-
Val-Leu-Gly-Gly-GIn-Phe-Met introducida entre la secuencia de IL-18BP y la secuencia de inmunoglobulina. La
proteina de fusion resultante tiene propiedades mejoradas, tales como un tiempo de residencia en fluidos corporales
(semivida) ampliado, una actividad especifica aumentada, un nivel de expresion aumentado o la purificacion de la
proteina de fusion facilitada.

En una realizacion preferida, se fusiona IL-18BP con la regidn constante de una molécula de Ig. Preferiblemente, se
fusiona con regiones de cadena pesada como los dominios CH2 y CH3 de IgG1 humana, por ejemplo. La
generacion de proteinas de fusion especificas que comprenden IL-18BP y una parte de una inmunoglobulina se
describe en el ejemplo 11 del documento WO 99/09063, por ejemplo. Son también adecuadas otras isoformas de
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moléculas de Ig para la generacion de proteinas de fusion segun la presente invencion, tales como las isoformas
IgG2 o IgG4 u otras clases de Ig, como IgM o IgA, por ejemplo. Las proteinas de fusién pueden ser monoméricas o
multiméricas, heteromultiméricas u homomultiméricas.

Los interferones son predominantemente conocidos por los efectos inhibidores sobre la replicacion virica y la
proliferacion celular. El interferén y, por ejemplo, desempeiia un papel importante en la promocién de las respuestas
inmunitaria e inflamatoria. El interferén B (IFN-B, un interferon de tipo |) se dice que desempefia un papel
antiinflamatorio.

Por lo tanto, la invencion se refiere también al uso de una combinacion de inhibidor de IL-18 e interferén en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de trastornos de hipersensibilidad.

Los interferones pueden conjugarse también con polimeros para mejorar la estabilidad de las proteinas. Se ha
descrito un conjugado entre el interferén B y el poliol polietilenglicol (PEG) en el documento W099/55377, por
ejemplo.

En otra realizacion, el interferon es interferdn  (IFN-B) y mas preferiblemente IFN-B 1a.

El inhibidor de la produccion y/o accion de I1L-18 se usa preferiblemente simultanea, secuencial o separadamente
con el interferén.

En una realizacion adicional mas de la invencion, se usa un inhibidor de IL-18 en combinacién con un antagonista de
TNF. Los antagonistas de TNF ejercen su actividad de varios modos. En primer lugar, los antagonistas pueden
unirse a o captar la molécula de TNF misma con suficiente afinidad y especificidad para neutralizar parcial o
sustancialmente el epitopo o epitopos de TNF responsables de la unién del receptor de TNF (denominados de aqui
en adelante “antagonistas de captacion”). Un antagonista de captacion puede ser, por ejemplo, un anticuerpo
dirigido contra TNF.

Como alternativa, los antagonistas de TNF pueden inhibir la ruta de sefializacion de TNF activada por el receptor de
superficie celular después de la unién de TNF (denominados de aqui en adelante “antagonistas de sefalizacion”).
Ambos grupos de antagonistas son utiles, solos o conjuntamente, en combinaciéon con un inhibidor de IL-18, en la
terapia de trastornos de hipersensibilidad.

Los antagonistas de TNF se identifican facilmente y se evalian mediante cribado rutinario de candidatos por su
efecto sobre la actividad de TNF nativo sobre estirpes celulares sensibles in vitro, por ejemplo linfocitos B humanos,
en las que el TNF causa proliferacién y secrecion de inmunoglobulina. El ensayo contiene una formulacion de TNF a
diluciones variables de candidato a antagonista, por ejemplo, de 0,1 a 100 veces la cantidad molar de TNF usada en
el ensayo, y controles sin TNF o solo antagonista (Tucci et al., 1992).

Los antagonistas de captacion son los antagonistas de TNF preferidos para usar segun la presente invencion. Entre
los antagonistas de captacion, se prefieren aquellos polipéptidos que se unen a TNF con alta afinidad y poseen una
baja inmunogenicidad. Se prefieren particularmente las moléculas de receptor de TNF soluble y anticuerpos
neutralizantes de TNF. Por ejemplo, TNF-RI y TNF-RIl solubles son Uutiles en la presente invencién. Son
antagonistas mas particularmente preferidos segun la presente invencion las formas truncadas de estos receptores,
que comprenden los dominios extracelulares de los receptores o partes funcionales de los mismos. Se describen
receptores de TNF solubles truncados de tipo | y tipo 1l en el documento EP914431, por ejemplo.

Las formas truncadas de receptores de TNF son solubles y se han detectado en orina y suero como proteinas de
union inhibidoras de TNF de 30 y 40 kDa, que se denominan TBPI y TBPII, respectivamente (Engelmann et al.,
1990). Se prefiere segun la invencion el uso simultaneo, secuencial o separado del inhibidor de IL-18 con el
antagonista de TNF y/o un interferdn.

Segun la invencién, TBP | y TBPII son antagonistas de TNF preferidos para usar en combinacion con un inhibidor de
IL-18. Los derivados, fragmentos, regiones y partes bioldgicamente activas de las moléculas de receptor que se
parecen funcionalmente a las moléculas de receptor pueden usarse también en la presente invencion. Dicho
equivalente o derivado biolégicamente activo de la molécula de receptor hace referencia a una parte del polipéptido,
0 secuencia que codifica la molécula de receptor, que es de suficiente tamafio y capaz de unirse a TNF con una
afinidad tal que se inhiba o bloquee la interaccion con el receptor de TNF unido a membrana.

En una realizacion preferida adicional, el TNF-RI soluble humano (TBPI) es el antagonista de TNF para usar segun
la invencion. Se han descrito moléculas de receptor de TNF solubles naturales y recombinantes y métodos para su
produccion en las patentes europeas EP 308.378, EP 398.327 y EP 433.900.

El inhibidor de IL-18 puede usarse simultanea, secuencial o separadamente con el inhibidor de TNF.

En una realizacion preferida adicional de la invencion, el medicamento comprende adicionalmente un agente
antiinflamatorio tal como un AINE (farmaco antiinflamatorio no esteroideo) En una realizacion preferida, se usa un
inhibidor de COX, y lo mas preferiblemente un inhibidor de COX-2, en combinacién con un inhibidor de 1L-18. Los
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inhibidores de COX son conocidos en la técnica. Se dan a conocer inhibidores de COX-2 especificos en el
documento WO 01/00229, por ejemplo. Los componentes activos pueden usarse simultanea, secuencial o
separadamente.

Las reacciones de hipersensibilidad se tratan frecuentemente con farmacos antialérgicos tales como
antihistaminicos, cromolina, glucocorticoides o simpaticomiméticos. Por lo tanto, la presente invencion se refiere
adicionalmente a una terapia de combinacién que comprende un inhibidor de IL-18 y un farmaco antialérgico. Se
prefiere de acuerdo con la presente invencion el uso de un antihistaminico y/o cromolina y/o un glucocorticoide y/o
un simpaticomimético para uso separado, secuencial o simultaneo con un inhibidor de IL-18.

En una realizaciéon preferida adicional de la presente invencién, se usa el inhibidor de IL-18 en una cantidad de
aproximadamente 0,0001 a 1000 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 0,001 a 100 mg/kg de peso
corporal o de aproximadamente 0,01 a 10 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 0,1 a 5 mg/kg, o de
aproximadamente 1 a 3 mg/kg de peso corporal.

El inhibidor de IL-18 segun la invencidon se administra preferiblemente por via tdpica, concretamente por via local.
Para dermatitis de contacto, por ejemplo, el inhibidor de IL-18 puede administrarse directamente sobre la zona
afectada de la piel.

En otra realizacion de la invencion, se administra el inhibidor de IL-18 por via sistémica, y preferiblemente
subcutanea o intramuscular.

La invencion se refiere adicionalmente al uso de un vector de expresion que comprende la secuencia de codificacion
de un inhibidor de IL-18 en la preparacion de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de trastornos de
hipersensibilidad. Por tanto, se considera un enfoque de terapia génica para suministrar el inhibidor de IL-18 al sitio
donde se requiera. Para tratar y/o prevenir un trastorno de hipersensibilidad, el vector de terapia génica que
comprende la secuencia de un inhibidor de la produccién y/o accién de IL-18 puede inyectarse directamente en el
tejido enfermo, por ejemplo, evitando por tanto los problemas implicados con la administracion sistémica de vectores
de terapia génica, como la dilucion de los vectores, alcanzar y orientar a las células o tejidos diana y los efectos
secundarios.

Se contempla también segun la invencidn el uso de un vector para inducir y/o potenciar la produccion endégena de
un inhibidor de IL-18 en una célula normalmente carente de expresién de un inhibidor de IL-18, o que expresa
cantidades del inhibidor que no son suficientes. El vector puede comprender secuencias reguladoras funcionales en
las células en que se desea expresar el inhibidor de IL-18. Dichas secuencias reguladoras pueden ser promotoras o
potenciadoras, por ejemplo. La secuencia reguladora puede introducirse entonces en el locus correcto del genoma
mediante recombinaciéon homdloga, ligando por tanto operativamente la secuencia reguladora con el gen cuya
expresion se requiere inducir o potenciar. Se hace referencia habitualmente a la tecnologia como “activacion de gen
enddgeno” (AGE) y se describe, por ejemplo, en el documento WO 91/09955.

Se entendera por el experto en la técnica que también es posible cancelar directamente la expresion de IL-18, sin
usar un inhibidor de IL-18, con la misma técnica. Para hacer esto, puede introducirse un elemento de regulacion
negativa, como por ejemplo un elemento silenciador, en el locus génico de IL-18, conduciendo por tanto a la
regulacion negativa o supresion de la expresion de IL-18. El experto en la técnica entendera que dicha regulacion
negativa o silenciamiento de la expresion de IL-18 tiene el mismo efecto que el uso de un inhibidor de IL-18 para
prevenir y/o tratar enfermedades.

La invencion se refiere adicionalmente al uso de una célula que se ha modificado genéticamente para producir un
inhibidor de IL-18 en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de trastornos de
hipersensibilidad.

La invencion se refiere adicionalmente a composiciones farmacéuticas particularmente Utiles para la prevencion y/o
el tratamiento de trastornos de hipersensibilidad, que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un
inhibidor de IL-18 y/o una cantidad terapéuticamente eficaz de un interferén y/o una cantidad farmacéuticamente
eficaz de un inhibidor de TNF y/o una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente antiinflamatorio y/o una
cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente antialérgico, en particular un antihistaminico.

IL-18BP y sus proteinas fusionadas, derivados funcionales y fracciones activas segun la reivindicacion 1 son los
ingredientes activos preferidos de las composiciones farmacéuticas.

El interferdn incluido en la composicion farmacéutica es preferiblemente IFN-p.

En otra realizacién preferida mas, la composicién farmacéutica comprende cantidades terapéuticamente eficaces de
un inhibidor de TNF-a. La composicion farmacéutica segun la invencion puede comprender adicionalmente uno o
mas inhibidores de COX.

La definicion de “farmacéuticamente aceptable” pretende englobar cualquier portador que no interfiera con la eficacia
de la actividad biologica del ingrediente activo y que no sea toxico para el hospedador al que se administra. Por
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ejemplo, para administracion parenteral, la proteina o proteinas activas pueden formularse en forma de dosificacion
unitaria para inyeccion en vehiculos tales como disolucion salina, disolucion de dextrosa, seroalbumina y solucion de
Ringer.

Los ingredientes activos de la composicion farmacéutica segun la invenciéon pueden administrarse a un individuo de
una variedad de modos. Las vias de administracion incluyen las vias intradérmica, transdérmica (por ejemplo, en
formulaciones de liberacion lenta), intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, oral, intracraneal,
epidural, topica, rectal e intranasal. Puede usarse cualquier otra via terapéuticamente eficaz de administracion, por
ejemplo absorcion a través de tejido epitelial o endotelial o por terapia génica, en la que se administra una molécula
de ADN que codifica el agente activo al paciente (por ejemplo a través de un vector) que causa que el agente activo
se exprese y secrete in vivo. Ademas, la proteina o proteinas segun la invencidon pueden administrarse junto con
otros componentes de agentes biolégicamente activos tales como tensioactivos, excipientes, portadores, diluyentes
y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Para administracion parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea o intramuscular), la proteina o proteinas
activas pueden formularse en forma de una disolucioén, suspensién, emulsion o polvo liofilizado en asociaciéon con un
vehiculo parenteral farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, agua, disolucion salina, disoluciéon de dextrosa) y
aditivos que mantengan la isotonicidad (por ejemplo, manitol) o la estabilidad quimica (por ejemplo, conservantes y
tampones). La formulacion se esteriliza mediante técnicas usadas comunmente.

La biodisponibilidad de la proteina o proteinas activas segun la invencion puede mejorarse también usando
procedimientos de conjugacion que aumenten la semivida de la molécula en el cuerpo humano, por ejemplo, ligando
la molécula con polietilenglicol como se describe en la solicitud de patente WO 92/13095.

Las cantidades terapéuticamente eficaces de la proteina o proteinas activas seran funcién de muchas variables,
incluyendo el tipo de antagonista, la afinidad del antagonista por IL-18, cualquier actividad citotdxica residual
exhibida por los antagonistas, la via de administracion y la condicion clinica del paciente (incluyendo la conveniencia
de mantener un nivel no toxico de actividad de IL-18 enddgena).

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” es aquella que, cuando se administra, el inhibidor de IL-18 da como
resultado la inhibicién de la actividad biolégica de IL-18. La dosificacion administrada, como dosis Unica o multiples,
a un individuo variara dependiendo de una variedad de factores, incluyendo las propiedades farmacocinéticas del
inhibidor de IL-18, la via de administracion, las condiciones y caracteristicas del paciente (sexo, edad, peso corporal,
salud, tamafio), la extension de los sintomas, tratamientos concurrentes, la frecuencia de tratamiento y el efecto
deseado. El ajuste y manipulacién de los intervalos de dosificacion establecidos estan bien dentro de la capacidad
de los expertos en la técnica, asi como los métodos in vitro e in vivo de determinacién de la inhibicién de IL-18 en un
individuo.

Segun la invencion, el inhibidor de IL-18 se usa en una cantidad de aproximadamente 0,001 a 100 mg/kg o de
aproximadamente 0,01 a 10 mg/kg de peso corporal, o de aproximadamente 0,1 a 5 mg/kg de peso corporal o de
aproximadamente 1 a 3 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 2 mg/kg de peso corporal.

La via de administracion que se prefiere segin la invencion es la administracion por via subcutanea. La
administracion intramuscular es preferida adicionalmente segun la invencion. Para administrar el inhibidor de IL-18
directamente en su lugar de accion, se prefiere también administrar por via topica.

En realizaciones preferidas adicionales, se administra el inhibidor de IL-18 diariamente o cada dos dias.

Las dosis diarias se procuran habitualmente en dosis divididas o en forma de liberacion mantenida eficaz para
obtener los resultados deseados. Pueden efectuarse la segunda o posteriores administraciones a una dosificacion
que es la misma, menor o mayor que la dosis inicial o anterior administrada al individuo. Puede administrarse una
segunda o posterior administracion durante o antes del inicio de la enfermedad.

Segun la invencion, el inhibidor de IL-18 puede administrarse de forma profilactica o terapéutica a un individuo antes
de, simultanea o secuencialmente con otros regimenes o agentes terapéuticos (por ejemplo, multiples regimenes de
farmacos) en una cantidad terapéuticamente eficaz, en particular con un interferén y/o un inhibidor de TNF y/u otro
agente antiinflamatorio tal como un inhibidor de COX y/o un agente antialérgico. Los agentes activos que se
administran simultdneamente con otros agentes terapéuticos pueden administrarse en la misma o diferentes
composiciones.

La invencion se refiere adicionalmente a un método para la preparacién de una composicién farmacéutica que
comprende mezclar una cantidad eficaz de un inhibidor de IL-18 y/o un interferén y/o un antagonista de TNF y/o un
inhibidor de COX con un portador farmacéuticamente aceptable.

La invencion se refiere adicionalmente a un método de tratamiento de trastornos de hipersensibilidad que
comprende administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de IL-18 a un paciente necesitado de
ello.
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Ejemplos

Ejemplo 1: El tratamiento con IL-18BP reduce la hipersensibilidad de contacto

Métodos

Se usaron modelos de murido de hipersensibilidad de contacto (HSC) inducida experimentalmente en todos los
ejemplos siguientes. Se mide la extensién de la HSC por la hinchazén de oreja en respuesta a un sensibilizante
aplicado por via local.

El ensayo de hinchazon de oreja de ratdn que se uso para generar los datos presentados en las Fig. 1 a 3 (véase a
continuacion) se ha descrito con detalle (Garrigue et al., 1994). Brevemente, se sensibilizaron los ratones por via
topica aplicando 25 pl de disolucion de 2,4-dinitrofluorobenceno al 0,5 % (DNFB; Sigma Chemical Co.) en
acetona/aceite de oliva (4:1) al abdomen afeitado (dia 0). 5 dias después, se aplicaron 20 yl de DNFB al 0,2 % en el
mismo vehiculo a las orejas derechas y vehiculo solo a las orejas izquierdas.

Cada ratdn recibié diariamente, del dia 5 al dia 8, 250 ug/ratén/dia de rhiL-18BP (IL18BP humana recombinante) o
disolucion salina en el grupo de control por via intraperitoneal (i.p.) (Fig. 1A), o recibieron IL-18BP los dias 0 a 2 (Fig.
1B).

Se midi6 el grosor de la oreja con un calibre de espesor de esfera (Mitutoyo Corp., Kawasaki, Japén), y se estimo la
hinchazén de oreja restando el valor antes de exposicion de después de exposicion, y restando adicionalmente
cualquier hinchazon detectada en la oreja contralateral expuesta a vehiculo.

Se midio la hinchazoén de oreja los dias 0, 5, 6, 7, 8,9, 12, 14 y 16.

Se us6 otro modelo para generar los datos presentados en las Fig. 4 a 6, véanse los ejemplos siguientes. Se uso la
proteina de unién a IL-18 (IL-18BP) para neutralizar IL-18 durante hipersensibilidad de contacto (HSC) inducida
experimentalmente ante 2,4-dinitrofluorobenceno (DNFB). La configuracion experimental era como sigue:

1. Dia 0: Sensibilizacion

25 pl de DNFB (al 0,5 % en acetona/aceite de oliva (4/1) como vehiculo) sobre el lomo afeitado

2. Dia 5: Exposicion

5 pl de DNFB (al 0,2 %) en cada uno del lado dorsal y ventral de la oreja derecha
5 pl de vehiculo en cada uno del lado dorsal y ventral de la oreja izquierda

3. Dia 6 y siguientes: Lectura

Monitorizar el grosor de la oreja como medida de la inflamacion
Expresar la puntuacion como aumento de la hinchazén [um] de la oreja expuesta frente a la de control

4. Dia 6 o 7: Procesamiento de orejas para analisis

En este modelo, la hinchazén alcanza el maximo entre los dias 6 y 7. Se neutraliz6 la IL-18 mediante inyecciones
diarias de 250 pg de IL-18BP (en disolucion salina) por animal, durante la sensibilizacién el dia 0, dia 1 y dia 2 o
durante la exposicion el dia 4, dia 5 y dia 6.

Resultados

Las respuestas de hipersensibilidad de contacto (HSC) son inflamaciones cutaneas especificas de hapteno
mediadas por linfocitos T. La mayoria de haptenos dan lugar a una respuesta de linfocitos T oligoclonal consistente
principalmente en linfocitos T efectores CD8+, mientras que los linfocitos T CD4+ tienen un papel regulador negativo
en la respuesta de HSC (Bour, H., et al. 1995; Grabbe et al., 1998). Para ensayar el papel de la IL-18 en la HSC, se
sensibilizaron por via epicutanea ratones con DNFB, y se expusieron entonces 5 dias después a aplicacion de
hapteno en la piel de la oreja. Al mismo tiempo que la exposicidn a hapteno, se inyecté a los ratones i.p. 250
pg/ratén/dia de rhlL-18BP o disolucion salina. Se administré diariamente IL-18BP o disolucion salina como control
durante 3 dias, de los dias 5 a 8 después de la primera sensibilizacion con DNFB (dia 0). La exposicion a DNFB el
dia 5 indujo una hinchazén de oreja significativa en ambos grupos (Fig. 1A). La extension de la hinchazén en ratones
tratados con disolucion salina (triangulos) era mucho mas pronunciada que en ratones tratados con IL-18BP
(cuadrados), y volvio a un estado casi normal ya el dia 9.

El cambio de hinchazén de oreja observado con el tratamiento con IL-18BP los dias 0 a 2 no era estadisticamente
significativo (Fig. 1B). El momento de administracion de IL-18BP parece ser un factor importante para obtener un
efecto beneficioso del tratamiento con IL-18BP.
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Conclusion:

En este modelo de murido establecido de hipersensibilidad de contacto/dermatitis de contacto, un tratamiento de 3
dias con un inhibidor de IL-18 tenia un efecto beneficioso significativo sobre la extensién de la hinchazoén/inflamacion
provocado por el tratamiento con hapteno.

Ejemplo 2: El tratamiento con IL-18BP reduce la hipersensibilidad de contacto después de una segunda exposicién

Métodos

Se sensibilizaron ratones C57BL/6 por aplicacion epicutanea de 25 ul de disolucion de DNFB al 0,5 % sobre el
abdomen afeitado (dia 0). Los ratones recibieron una primera exposicion de 20 ul de DNFB al 0,2 % en las orejas el
dia 5. El dia 19, los ratones recibieron una segunda exposicion a DNFB. Se midi6 la hinchazén de la oreja los dias 0
(sensibilizaciéon con hapteno), 5 (12 exposicion a hapteno), 6, 7, 8, 9, 12, 14, 16, 19 (22 exposicion a hapteno), 20, 21,
22, 23, 26, 28 y 30. Se presentan los valores medios con DE para cada grupo en la Fig. 2. Se trataron los ratones
diariamente con 250 pg/ratén/dia de IL-18BP i.p. (n = 5; Fig. 2 cuadrados blancos) o con disolucion salina (n = 5; Fig.
2, cuadrados negros) del dia 19 al dia 23.

Resultado

Como se muestra en la Fig. 2, el tratamiento con IL-18BP reducia significativamente la hinchazén de oreja, en
particular después de la segunda exposicion a hapteno.

Por lo tanto, la terapia con IL-18BP es particularmente adecuada para la terapia de trastornos de hipersensibilidad,
en que habitualmente los pacientes se exponen repetidamente al mismo alérgeno y tienen que tratarse para superar
las reacciones inflamatorias provocadas por las exposiciones.

Ejemplo 3: La IL-18BP protege de HSC al neutralizar la IL-18

Para verificar que la proteccion de la hinchazén observada con el tratamiento con IL-18BP era debida a la
neutralizacion de IL-18, se comparé en ratones C57BL/6 deficientes en I1L-18 (KO) y de tipo silvestre su capacidad
de generar una respuesta de HSC. Los ratones deficientes en IL-18 desarrollan una HSC ante DNFB, aunque
menos pronunciada que los ratones de tipo silvestre. Sin embargo, no se observé efecto del tratamiento de IL-18BP
en ratones deficientes en IL-18, como se muestra en la Fig. 3, indicando que el efecto antiinflamatorio de IL-18BP en
HSC era debido a la neutralizacion de IL-18 (n = 5 ratones por grupo).

Ejemplo 4: La IL-18BP no reduce la exudacion vascular

Métodos

Se indujo HSC en ratones C57BL/6 como se describe anteriormente. Para monitorizar el edema causado por la
reaccion de HSC, se inyectd azul de Evans i.v. 2 h antes de la exposicion a DNFB. Se sacrificaron los ratones 24 h
después y se procesaron las orejas para extraer el tinte que habia exudado de los vasos y acumulado en el tejido
circundante. Se valoré la exudacion vascular como la cantidad de tinte por mg de tejido de oreja secado corregida
por la concentracion de azul de Evans en suero, y expresada como la relacion de oreja expuesta frente a control.
Aungue el tratamiento con IL-18BP el dia 4 y el dia 5 reducia la hinchazén a un 56 % de la del control tratado con
vehiculo (Fig. 4, panel izquierdo, p < 0,01), no habia diferencias significativas en la exudacion vascular entre estos
dos grupos (Fig. 4, panel derecho). Ambos grupos mostraban un edema significativamente aumentado en
comparacion con el grupo de control no sensibilizado (p < 0,05y p < 0,01). Como control adicional, se trataron los
ratones con 250 pug de la proteina irrelevante BSA por animal y dia. Estos ratones desarrollaban HSC como los
animales de control tratados con vehiculo (n =10 ratones por grupo).

Ensayo in vivo para exudacion vascular (azul de Evans)
Principio: Inyeccion (iv) de azul de Evans y extraccion del tejido diana (oreja)

Datos brutos para valorar:

e curva patron de azul de Evans (DOg20/ng)

e concentracion de azul de Evans en sangre (DOg20/ml 0 pug/ml, respectivamente)

e peso de tejido de orejas secado (ipsilateral y contralateral, mg)

e contenido de azul de Evans en las orejas (ipsilateral y contralateral, DOg20/ug 0 ng/mg, respectivamente)

Protocolo en combinacién con HSC inducida por DNFB:
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e el dia 5 de HSC inducida experimentalmente, inyectar 100 ul de azul de Evans® iv por via retroorbital 2 h
antes de exposicion de los ratones a DNFB

e inyectar IL-18BP i.p. 1 h antes de la exposicion
e el dia 6 (24 h después de la exposicion de la oreja a DNFB), medir la hinchazén y sacrificar los animales
e tomar muestras de sangre y procesar como sigue:
o afadir 30 yl de suero a 970 pl de formamida (= dilucion 1/33)
o determinarla DO a 620 nm (= 1 DOs2o es igual a 33 DOg20/ml)
e recoger las orejas ipsilateral y contralateral y procesar como sigue:
o secardurante 24 ha 80 °C
o determinar el peso seco
o ftriturar y extraer el tinte con 1 ml de formamida, agitando suavemente durante 24 h a 55 °C

o filtrar para retirar los desechos®, rellenar cubetas, dejar reposar a TA durante varias horas para permitir
que los lipidos floten hasta la parte superior

o determinarla DO a 620 nm

Valores para calcular:

Exudacion: - contenido de azul de Evans por peso de tejido seco (ng/mg) / concentracion de azul de Evans en
suero (ug/ml)

Exudacion relativa: 2 100 x exudacién experimental / exudacién de vehiculo
Resultados:

Basicamente, dos procesos contribuyen a la hinchazén observada durante la reaccion de HSC: la exudacion de
liquido desde los vasos al tejido circundante, causando edema, y la extravasacion de células inflamatorias de los
vasos sanguineos al sitio de dafio de tejido.

Usando azul de Evans como trazador, se demostré6 que, a pesar de la reduccion global de la hinchazén, el
tratamiento con IL-18BP no reducia la exudacion vascular (Fig. 4).

Ejemplo 5: El tratamiento con IL-18BP reduce la infiltracién inflamatoria y la produccion de IFN-y de |la oreja expuesta
a DNFB

Métodos

Se indujo HSC en ratones C57BL/6 como se describe. Los animales se trataron con IL-18BP o vehiculo los dias 4 a
6. El tratamiento con IL-18BP redujo la hinchazén al 58 % de la del control de vehiculo el dia 7. Se sacrificaron los
ratones el dia 7, se recogieron las orejas expuestas, se combinaron en grupos (n = 8) y se digirieron
enzimaticamente, obteniendo suspensiones monocelulares. Se caracterizaron las células por analisis de FACS
posterior que clasifica las células vivas positivas de CD45. Se expresa el numero de linfocitos ap, linfocitos NK,
neutréfilos y monocitos/macréfagos encontrados en las preparaciones de oreja como un porcentaje de las células
totales analizadas. Se calculé también la reduccion de estos tipos celulares después de tratamiento con IL-18BP
respecto al control de vehiculo.

Para la medida de la produccion de IFN-y, se reestimularon las células obtenidas a partir de orejas expuestas a
DNFB a 2 x 10° por pocillo con anticuerpo anti-CD3 unido a placa. No se afadié mas IL-18BP durante el periodo de
cultivo de 24 h posterior. Se midio la produccion de IFN-y por triplicado en ELISA.

Se estimularon preparaciones celulares de orejas expuestas a DNFB con PMA* 50 ng/ml y lonomicina 50 ng/ml
durante 4 h. Se bloqued la secrecion de citocina mediante la adicion de brefeldina A 2 pg/ml durante las dltimas 2 h
de incubacion. Se sometieron entonces las células a tincion inmunofluorescente multicolor para IFN-y intracelular y

¢ 7,5 mg/ml de azul de Evans (£2129) en NaCl fisioldgico, 100 pl, iv

P filtro de preparacion de muestra Whatman, PTFE de malla 5 ym, n° 6894.0350
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antigenos de superficie. El IFN-y se producia por linfocitos T CD8 y en menor extension por linfocitos T CD4. No se
detectd IFN-y en linfocitos NK ni linfocitos T af (n.d., no detectado; * 12-miristato 13-acetato de forbol).

Preparacion de una suspension monocelular

Se basé la digestion enzimatica de orejas de ratdn para obtener una suspensién monocelular en los protocolos de
Schuler, G. y Steinman, R.M. (1985) y Stingl et al. (1983).

1. cortar orejas, combinar 5 orejas por preparacion

aclarar con etanol al 70 %

dividir con la ayuda de pinzas

poner el lado dérmico hacia abajo en 7,5 ml de HBSS' a 37 °C

afadir 5 ml de tripsina al 2,5 %?2 (10x), obteniéndose una conc. final del 1 %

incubar durante 35 min a 37 °C

N oo o~ w b

transferir las mitades de oreja con el lado dérmico hacia abajo a un tamiz de nailon (filtro celular) dispuesto
en 10 ml de HBSS/80 % de FCS sobre hielo y remover suavemente para desalojar las células de la matriz
extracelular

retirar los tamices con desechos grandes
9. lavar 2x con HBSS/10 % de FCS frio
10. contar las células
Analisis FACS
1. resuspender células en tampon de tincion FACS?, todas las etapas posteriores en hielo
2. usar 10° células por tincién
3. anadir 1 ug de FC-Block, 10 min
4

afiadir anticuerpo anti-CD45 en combinacion con anticuerpos dirigidos contra marcadores de interés, 1 ug
cada uno, 30 min

5. lavar 2x

6. adquirir 0,5 x 10° eventos totales por FACS

7. analizar los marcadores especificos después de clasificar las células vivas CD45+.
Resultados:

Para examinar el infilirado inflamatorio en el sitio de exposicién, se analizaron las suspensiones monocelulares
preparadas a partir de orejas no expuestas y expuestas mediante FACS, clasificando células vivas CD45+ (Fig. 5).
Se mostré que las células CD45+ presentes en la oreja nativa eran principalmente linfocitos T y0 y células
dendriticas de la piel. El infiltrado inflamatorio 24 h después de la exposiciéon estaba compuesto por linfocitos T CD8
y CD4, neutréfilos, monocitos y linfocitos NK, aumentando el nimero de células CD45+ en la oreja aproximadamente
2 veces. Correspondientemente a la reduccion de la hinchazon, el tratamiento con IL-18BP reducia el nimero global
de leucocitos que infiltran el sitio de exposicién. Esto afectaba a todos los tipos celulares diferentes del infiltrado
inflamatorio. La reduccion ascendia a entre 20 y 40 %, dependiendo del tipo celular.

La caracterizacion adicional de la calidad del infiltrado obtenido a partir de las orejas de ratones tratados con IL-
18BP reveld una produccion de IFN-y defectuosa tras reestimulacion anti-CD3 (Fig. 6). El analisis FACS mostré que

! disolucién salina equilibrada de Hanks sin Ca®* ni Mg®* (n° GIBCO 14170.070)
? tripsina al 2,5 %/EDTA (10x) (n° GIBCO 35400-027)

seroalbumina bovina al 1 % en disolucién salina tamponada con fosfato
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el IFN-y se producia principalmente por linfocitos T CD8 y en menor cantidad por linfocitos T CD4. De forma
interesante, los linfocitos NK y linfocitos T yd no contribuian a la produccion de IFN-y (Fig. 7).

Ejemplo 6: La IL-18BP no perjudica el agrupamiento de células de Langerhans

Método:

Se pintaron los ratones con el hapteno FITC (50 ul de una disolucién 4 mg/ml) o vehiculo de acetonal/ftalato de
dibutilo (1:1) sobre el flanco derecho e izquierdo, respectivamente. Se recogieron los nédulos linfaticos inguinales 24
h después de pintar. Las células de Langerhans conjugadas con hapteno pudieron detectarse por FACS como
células FITC+, CD11c+ en el nédulo linfatico de drenaje del flanco pintado con FITC, pero no en el nédulo linfatico
contralateral de drenaje del flanco pintado con solo vehiculo (n = 5 nédulos linfaticos de drenaje por grupo).

Resultados:

La migracion de células de Langerhans (CL) que portan antigeno al nédulo linfatico de drenaje depende de las
citocinas proinflamatorias IL-13 y TNF-a y esta regulada por la caspasa 1 (Antonopoulos et al., 2001; Kimber et al.,
1992). En consecuencia, se ha implicado a IL-18 en la contribucién al trafico de CL (Cumberbatch et al., 2001). Por
lo tanto, el tratamiento con IL-18BP podria perjudicar el agrupamiento de CL y por lo tanto reducir la respuesta
inmunitaria ante DNFB durante la fase de exposicion Para ensayar esta hipétesis, se pintaron los ratones con el
hapteno FITC o el vehiculo sobre el flanco derecho e izquierdo, respectivamente. Se recogieron los nédulos
linfaticos inguinales de drenaje de la piel 24 h después de pintar y se valoré el nimero de células FITC+ por nédulo
linfatico. El tratamiento de los animales con IL-18BP 24 h y 1 h antes de pintar no cambié el numero de CL
portadoras de hapteno presentes en el nédulo linfatico de drenaje 24 h después de pintar (Fig. 8). Por lo tanto, no
hay una contribucién importante de IL-18 al trafico de CL en este modelo.

Ejemplo 7: La IL-18BP reduce la extension de la hipersensibilidad de tipo retardado en otro modelo de murido de
HTR

Métodos
Hipersensibilidad de tipo retardado

Se sen3|b|I|zan los ratones mediante la inyeccion intravenosa de 10° esplenocitos de BALB/c y se exponen el dia 5 a
13 x 10° esplenocitos de BALB/c (en 50 yl de PBS) en las almohadillas plantares derechas. Las almohadillas
plantares izquierdas reciben 50 pl de PBS. Se calcula la hinchazén de la almohadilla plantar derecha en diferentes
dias restando el valor antes de exposicion y cualquier hinchazén medida en las almohadillas plantares izquierdas del
valor después de exposicion.

Para experimentos de transferencia adoptiva, se liberan de células B220+ y CD8+ suspensiones celulares de
nodulos linfaticos de animales sensibilizados con esplenocitos de BALB/c o de animales de control no tratados
mediante incubacion con B220-FITC y CD8-FITC de rata anti-ratén, seguido de separacién en columnas MACS con
microperlas paramagnéticas anti-FITC (Miltenyi Biotech, Auburn, California, EE.UU.). Se inyectan preparaciones
enriquecidas en linfocitos T CD4+ en la vena de cola de los ratones receptores (2 x 107 células/raton). Después de
16 horas, se exponen los ratones por inyeccion a 13 x 10° esplenocitos de BALB/c (sin eritrocitos) en las
almohadillas plantares derechas, y se monitoriza la hinchazén a lo largo de los siguientes dias.

Resultado

Se provoca la hipersensibilidad de tipo retardado (HTR) por linfocitos T CD4+ con efectos reguladores negativos
aparentes de los linfocitos T CD8+ (Grabbe et al., 1998). Se estudia el comportamiento de los linfocitos T CD4+ de
ratones tratados con IL-18BP en un modelo de HTR. Se sensibilizan animales CS7BL/6 mediante inyeccion
intravenosa de 10° esplenocitos de BALB/c alogénicos. 5 dias después, se inyectan 13 x 10° esplenocitos de BALB/c
en las almohadillas plantares derechas, junto con IL-18BP humana recombinante 10 mg/kg i.p. o vehiculo. Se mide
la inflamacién local determinando la hinchazén de la almohadilla plantar a las 24 horas.

Referencias

1. Altschul S F et al., J. Mol. Biol., 215, 403-410, 1990, Altschul S F et al., Nucleic Acids Res., 25: 389-3402,
1997
2. Antonopoulos, C., M. Cumberbatch, R. J. Dearman, R. J. Daniel, I. Kimber, y R. W. Groves. 2001.

“Functional caspase-1 is required for Langerhans cell migration and optimal contact sensitization in mice”. J.
Immunol. 166: 3672-3677.

3. Bour, H., et al. 1995. “Major histocompatibility complex class I-restricted CD8 + T cells and class ll-restricted

CD4 + T cells, respectively, mediate and regulate contact sensitivity to dinitroftuorobenzene”. Eur. J. Immunol. 25:
3006-3010.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2533253 T3

4. Chater, K. F. et al., en "Sixth International Symposium on Actinomycetales Biology", Akademiai Kaido,
Budapest, Hungria (1986), pag. 45-54.

5. Conti, B., J. W. Jahng, C. Tinti, J. H. Son y T. H. Joh. 1997. “Induction of interferon-gamma inducing factor in
the adrenal cortex”. J. Biol. Chem. 272: 2035-2037.

6. Cumberbatch, M., R. J. Dearman, C. Antonopoulos, R. W. Groves e |. Kimber. 2001. “Interleukin (IL)-18
induces Langerhans cell migration by a tumour necrosis factor-alpha- and IL-1beta-dependent mechanism”.
Immunology 102: 323-330.

7. Devereux J et al., Nucleic Acids Res., 12, 387-395, 1984.

8. DiDonato, J A, Hayakawa, M, Rothwarf, D M, Zandi, E y Karin, M. (1997), Nature 388,16514-16517.

9. Elliott, M.J., Maini, R.N., Feldmann, M., Long-Fox, A., Charles, P., Bijl, H. y Woody, J.N., 1994, Lancet 344,
1125-1127.

10. Engelmann, H., D. Novick y D. Wallach. 1990. “Two tumor necrosis factor-binding proteins purified from

human urine. Evidence for immunological cross-reactivity with cell surface tumor necrosis factor receptors”. J. Biol.
Chem. 265: 1531-1536.

11. Garrigue JL, Nicolas JF, Fraginals R, Benezra C, Bour H, Schmitt D. Contact Dermatitis abril de 1994; 30(4):
231-7
12. Grabbe, S. y Schwarz, T. 1998. “Immunoregulatory mechanisms involved in elicitation of allergic contact

hypersensitivity”. Immunol. Today. 19: 37-44

13. Habu et al., J. Immunol. 2001, 166: 5439-5347.
14. Hanifin et al. (1993). J. Am. Acad. Dermatol., 28: 189.
15. Kim SH, Eisenstein M, Reznikov L, Fantuzzi G, Novick D, Rubinstein M, Dinarello CA. “Structural

requirements of six naturally occurring isoforms of the IL-18 binding protein to inhibit 1L-18”. Proc Natl. Acad. Sci.
USA 2000; 97: 1190-1195.

16. Kimber, I. y M. Cumberbatch. 1992. “Stimulation of Langerhans cell migration by tumor necrosis factor alpha
(TNF-alpha)”. J. Invest. Dermatol. 99: 48S-50S.

17. Maliszewski, C. R., T. A. Sato, T. Vanden Bos, S. Waugh, S. K. Dower, J. Slack, M. P. Beckmann y K. H.
Grabstein. 1990. “Cytokine receptors and B cell functions. I. Recombinant soluble receptors specifically inhibit IL-1-
and IL-4-induced B cell activities in vitro”. J. Immunol. 144: 3028-3033.

18. Micallef, M. J., T. Ohtsuki, K. Kohno, F. Tanabe, S. Ushio, M. Namba, T. Tanimoto, K. Torigoe, M. Fujii, M.
Ikeda, S. Fukuda y M. Kurimoto. 1996. “Interferon-gamma inducing factor enhances T helper 1 cytokine production
by stimulated human T cells; synergism with interleukin-12 for interferon-gamma production”. Eur. J. Immunol. 26:
1647-51 issn: 0014-2980.

19. Nakamura K, Okamura H, Wada M, Nagata K, Tamura T. Infect. Immun. febrero de 1989; 57(2): 590-5.

20. Novick, D, Kim, S-H, Fantuzzi, G, Reznikov, L, Dinarello, C y Rubinstein, M (1999). Immunity 10, 127-136.
21. Okamura H, Nagata K, Komatsu T, Tanimoto T, Nukata Y, Tanabe F, Akita K, Torigoe K, Okura T, Fukuda
S, et al. Infect. Immun. octubre de 1995; 63(10): 3966-72

22. Parnet, P, Garka, K E, Bonnert, T P, Dower, S Ky Sims, J E. (1996), J. Biol. Chem. 271, 3967-3970.

23. Reinhold et al. (1990). Lancet 335: 1282.

24. Rothe H, Jenkins NA, Copeland NG, Kolb H. J. Clin. Invest. 1 de febrero de 1997; 99(3): 469-74.

25. Schuler, G. y Steinman, R.M. (1985). “Murine epidermal Langerhans cells mature into potent

immunostimulatory dendritic cells in vitro”. J. Exp. Med. 161, 526-546.

26. Stingl, L.A., Sauder, D.N., lijima, M., Wolff, K., Pehamberger, H. y Stingl, G. (1983) “Mechanism of UV-B-
induced impairment of the antigen-presenting capacity of murine epidermal cells”. J. Immunol. 130, 1586-1591.

27. Tucci, A., James, H., Chicheportiche, R., Bonnefoy, J.Y., Dayer, J.M. y Zubler, R.H., 1992, J. Immunol. 148,
2778-2784.

23



ES 2533253 T3

28. Ushio S, Namba M, Okura T, Hattori K, Nukada Y, Akita K, Tanabe F, Konishi K, Micallef M, Fuijii M, Torigoe
K, Tanimoto T, Fukuda S, lkeda M, Okamura H, Kurimoto M. J. Immunol. 1 de junio de 1996; 156(11): 4274-9

29. Yoshimoto T, Takeda, K, Tanaka, T, Ohkusu, K, Kashiwamura, S, Okamura, H, Akira, S y Nakanishi, K
(1998), J. Immunol. 161, 3400-3407.

30. Xu et al. (1998). J. of Interferon and Cytokine Research 18: 653-659.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2533253 T3

REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor de IL-18 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de
un trastorno de hipersensibilidad de tipo IV, en el que el inhibidor de IL-18 se selecciona de

proteina de unién a IL-18 (IL-18BP),

una IL-18BP fusionada con una inmunoglobulina o un fragmento de la misma, en la que la proteina fusionada se une
a IL-18,

un derivado funcional de IL-18BP, en el que la IL-18BP esta ligada a polietilenglicol (PEG),
o una fraccién activa de la misma que tiene una actividad similar a IL-18BP.

2. El uso segun la reivindicacion 1, en el que el trastorno de hipersensibilidad es hipersensibilidad de tipo
retardado.

3. El uso segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el trastorno de hipersensibilidad es hipersensibilidad de
contacto.

4. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medicamento comprende
adicionalmente un interferén, para uso simultaneo, secuencial o separado.

5. El uso segun la reivindicacion 4, en el que el interferdn es interferon f.

6. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medicamento comprende
adicionalmente un inhibidor del factor de necrosis tumoral (TNF) para uso simultaneo, secuencial o separado.

7. El uso segun la reivindicacion 6, en el que el inhibidor de TNF es TBP | y/o TBP IL.

8. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medicamento comprende
adicionalmente un agente antiinflamatorio, para uso simultaneo, secuencial o separado.

9. El uso segun la reivindicacion 8, en el que el agente antiinflamatorio es un inhibidor de COX.

10. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medicamento comprende

adicionalmente un agente antialérgico para uso simultaneo, secuencial o separado.

11. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el inhibidor de IL-18 se usa en una
cantidad de 0,001 a 1000 mg/kg de peso corporal o de 0,01 a 100 mg/kg de peso corporal o de 0,1 a 10 mg/kg de
peso corporal o de 5 mg/kg de peso corporal.

12. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el inhibidor de IL-18 se administra
por via subcutanea.

13. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el inhibidor de IL-18 se administra por via
intramuscular.

14. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el inhibidor de IL-18 se administra por via
topica.

15. Uso de un vector de expresion que comprende la secuencia de codificacion de un inhibidor de IL-18 en la

fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de un trastorno de hipersensibilidad de tipo IV,
en el que el inhibidor de IL-18 se selecciona de proteina de unién a IL-18 (IL-18BP), proteina fusionada, derivado
funcional como se definen en la reivindicacién 1 o fraccién activa de la misma que tiene una actividad similar a IL-
18BP.

16. Uso de un vector para inducir y/o potenciar la produccién endégena de un inhibidor de IL-18 en una célula
en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de un trastorno de hipersensibilidad de
tipo 1V, en el que el inhibidor de IL-18 se selecciona de proteina de unién a IL-18 (IL-18BP), proteina fusionada,
derivado funcional como se define en la reivindicacion 1 o fraccién activa de la misma que tiene una actividad similar
a IL-18BP.

17. Uso de una célula que se ha modificado genéticamente para producir un inhibidor de IL-18 en la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de un trastorno de hipersensibilidad de tipo IV, en el que el
inhibidor de IL-18 se selecciona de proteina de unién a IL-18, proteina fusionada, derivado funcional como se define
en la reivindicacion 1, o fraccion activa de la misma que tiene una actividad similar a IL-18BP.
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