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BESKRIVELSE

OPPFINNELSESOMRADE
Den foreliggende oppfinnelse vedrgrer anvendelsen av CD73 i vevsfluider som en

biomarkgr for & vurdere effektiviteten av terapier.

BAKGRUNN FOR OPPFINNELSEN

CD73 er et celleoverflateenzym som har en 5-ectonukleotidaseaktivitet. Det medierer
saledes omdannelsen av monofosforylerte purin nukleotider til tilsvarende nukleosider.
Defosforylering av AMP til adenosin er f.eks. katalysert ved CD73. CD73 er ogsa til
stede som en opplgselig form i plasmaet, og det opplgselige enzymet har den samme

enzymatiske aktiviteten som den mebranbundne formen.

Adenosin er en av de fysiologiske regulatorene for endotelcelle permeabilitet [1, 2], og
kan sdledes vaere involvert i patogenesen av en rekke lidelser slik som akutt
lungeskade, systemisk inflammatorisk respons syndrom, respiratorisk distress syn-
drom, hgydesyke. Forandringer i endotel permeabilitet finner ogsa sted ved inflamma-
sjon, ved traumer og ved cancer. CD73 kontrollerer endotel permeabilitet via en
adenosin-mediert mekanisme ved normale tilstander, hypoksi og ventilatorindusert
lungeskade [3-7].

CD73 induseres ved bestemte cytokiner. Viktigst er interferon-alfa og -beta blitt
rapportert til & ke ekspresjonen og aktiviteten av CD73 i mennesker (8, WO
2004/084933, 11). Disse cyktokiner anvendes ogsa klinisk for a8 behandle forskjellige
sykdommer. Interferon-alfa anvendes f.eks. for @ behandle bestemte infeksjoner og
maligniteter, slik som hepatitt og harcelle leukemi. Interferon-beta anvendes, pa den
annen side, i omfattende grad for 8 dempe inflammasjon ved multippel sklerose. I en
rekke tilfeller ser man imidlertid kun den fordelaktige responsen overfor interferon-
behandling i en subpopulasjon av pasienter, og ogsa de initialt responderende pasient-
er kan senere bli motstandsdyktige mot behandlingen. Der er sdledes et behov for &
utvikle lett malbare biomarkgrer som reflekterer den biologiske responderbarheten

hos kroppen p& behandlingen.

Patentpublikasjon WO 2004/084933 og det tilsvarende US 2006/198821 omhandler
bruken av cytokiner for & indusere endotel CD73 ekspresjon og for deretter 8 gke
adenosin nivaet i et individ. Anvendelsen av interferon-beta i kombinasjon med

adenosin monofosfat (AMP) i behandling av multiorgan-svikt i rotter er beskrevet.
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Patentpublikasjon WO 2007/042602 beskriver anvendelsen av ordinaer interferon-beta

for behandling eller forebygging av iskemi reperfusjonsskade eller multiorgansvikt.

Publikasjonene OPL 121, "IFN-beta-treatment augments adenosine production via
CD73 (ecto-5"-nucleotidase) upregulation both on cultured endothelial cells in vitro
and in multiple sclerosis patients in vivo”, Journal of Neurological Sciences, Elsevier
Scientific Publishing co. Amsterdam, vol. 328, 1 January 1995 and Laura Airas et al.,
Ann.N.Y. Acad.Sci.1110:641-648 (2007) omhandler at interferon-beta administrering
til pasienter som lider av multippel sklerose fgrer til en gkning av CD73. Bruk av CD73

som en markgr for & male utviklingen av sykdom er imidlertid ikke blitt foreslatt.

US 6,861,225 omhandler en fremgangsmate for 8 bestemme aktiviteten av 5'-

nukleotidase i en biologisk prgve.

WO 97/13875 omhandler fremgangsmater for 8 bestemme utbyttet av cytokinterapi i
pasienter som lider av kroniske virusinfeksjoner. Kit for anvendelse i

fremgangsmatene er ogsa omtalt.

S.Ledooux et al., “Lovastatin enhances Ecto-5’'-nucleotidase activity and cell surface
expresssion in endothelial cells: Implication of Rho-Family GPTases”, Circ.res.
2002;90:420-427, omhandler at extracelluleer adenosinproduksjon ved GPI-forankret
ecto-5'-nukleotidase spiller en viktig rolle i det kardiovaskulzere systemet i forsvar mot

hypoksi.

A Ostapkowicz et al., Mol Cancer Ther 2006; 5(2), February 2006, s. 238-245
beskriver at under transisjon til invasiv brystcancer er der en signifikant strukturell
reorganisering av lipidklynger og underliggende cytoskjelett som reverseres ved histon

deacetylase inhibering.

Statiner, hypolipidemimidler som anvendes for & senke kolesterolnivd, er kjent til a

indusere CD73 ekspresjon i pasientene.
Der er imidlertid ingen omtale innen den kjente teknikk som vedrgrer & male CD73
protein i serum eller noe annet vevsfluid for anvendelse som en biomarkgr for 8

overvake utviklingen av sykdommer eller for 8 fastsld effektiviteten av terapier.

OPPSUMMERING AV OPPFINNELSEN
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Man har vist at maling av opplgselig CD73 aktivitet kan anvendes for & overvake
sykdomsalvorlighet og responderbarhet pa terapien. Man mener derfor at analyse av
CD73 ekspresjonsniva eller aktivitet ved en hvilken som helst teknikk kan tilveiebringe

verdifull informasjon om forlgpet til en sykdom eller behandlingsrespons.

Den foreliggende oppfinnelse vedrgrer sdledes en fremgangsmate for & vurdere
effektiviteten av en cytokinterapi eller en statinterapi i en pasient som lider av en
sykdom, hvor CD73 i et vevsfluid som er tatt fra nevnte pasient anvendes som
biomarkgr, hvor fremgangsmaten gjentas pa to eller flere tidspunkter og hvor et
endret nivd av CD73 i preven, sammenlignet med en tidligere analyse, anvendes for 8

estimere effektiviteten av terapien.

KORT BESKRIVELSE AV TEGNINGENE

Figur 1. Iskemi-reperfusjonsskaden i tarmen induserer primar og sekundaer
vevsskade. Den mesenteriske arterie ble okkludert i 30 minutter, og deretter
ble den underkastet reperfusjon i 4 timer. Representative mikrokurver fra (A)
tarmen og (B) lungene til villtype mus etter liksom(sham)-operasjon (kun

laparotomi) og etter induksjon av IR-skaden.

Figur 2. Lunge CD73/5'NT aktivitet korrelerer inverst med sykdomsaktiviteten.
CD73/5'NT”/- mus og deres villtype (WT) kullinger gjennomgikk liksomopera-
sjon eller 30 minutter med intestinal iskemi etterfulgt av 240 minutter av
reperfusjon (ALI). I ytterligere grupper ble dyr eksponert for ALI forbehandlet
med IFN-B. (A) lunge CD73/5'NT aktivitet (gjennomsnitt +SEM, nmol av AMP
hydrolysert ved milligram protein per time) malt fra vevslysater ved TLC. (B)
semikvantitative analyser av vaskulaer lekkasje (eksudasjon av FITC-konjugert
dekstran) i lunger som malt fra histologiske snitt ved & anvende bildeanalyse
(% av snittareal som utviser fluorescens over en arbitreert valgt
bakgrunnsverdi, gjennomsnitt=SEM). Representative mikrokurver fra de indi-

kerte gruppene er ogsa vist. Bar, 50 um. * p<0,05, ** p<0,01.

Figur 3. CD73/5'NT aktivitet i SIRS pasienter som lider av pankreatitt. Figuren
viser CD73/5'NT aktivitet versus alvorlighetsgrad av pankreatitt: 0 = mild
pankreatitt; 1 = alvorlig pankreatitt uten organsvikt; 2 = alvorlig pankreatitt

med organsvikt; 3 = frisk kontroll.
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Figur 4. CD73/5'NT aktivitet versus totalt opphold ved intensiv behandlings-

enhet (ITU) for pasienter med alle stadier av pankreatitt.
DETALJERT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

Definisjoner og foretrukne utfgrelsesformer:
Betegnelsen "“pasient” eller “individ” refererer til et menneskeindivid eller til et

dyreindivid.

Betegnelsen "8 overvake utviklingen av en sykdom” betyr at progresjonen av
sykdommen (dvs. forverring av sykdom) eller regresjonen av sykdommen (dvs. en
pasients bedring) kan gjennomfgres ved &8 sammenligne et malt nivd av biomarkgren
med en kontroll eller med en eller flere tidligere malinger, gjennomfart ved forskjellige
tidspunkter, av nivaet av biomarkgren i den samme pasienten. Et nedsatt niva av bio-
markgren, sammenlignet med resultatet fra en tidligere maling eller med en kontroll
kan f.eks. anvendes for @ indikere progresjonen av sykdommen, mens et gkt niva av
biomarkgren, sammenlignet med resultatet fra en tidligere maling eller med en kon-
troll anvendes for & indikere regresjonen av sykdommen. Det er imidlertid sannsynlig-

vis bestemte sykdommer som pavirker nivaet av biomarkgren pa annen mate.

Betegnelsen “vevsfluid” skal forstas til @ inkludere et hvilket som helst fluid som bader
og omgir cellene. Betegnelsen inkluderer f.eks. blodplasma, serum, lymfe, urin,

eksudater (pleural, peritoneal) og cerebrospinalvaske.

Betegnelsen “inflammatorisk tilstand” er ment & inkludere en hvilken som helst
skadelig eller ugnsket inflammatorisk respons i et vev i et individ, hvor nevnte inflam-
matoriske tilstand kan vaere et resultat av en akutt tilstand slik som vevstraume, en
reperfusjonsskade som resulterer fra hjerteinfarkt eller slag, organtransplantasjoner
eller en annet kirurgisk inngrep, eller fra en kronisk tilstand som inkluderer allergiske

tilstander, autoimmune sykdommer og inflammatoriske sykdommer.

Sykdommene hvis utvikling kan overvakes ved & anvende CD73 protein i vevsfluid

velges typisk fra gruppen som bestar av

a) vevstraume,
b) en reperfusjonsskade som resulterer fra hjerteinfarkt eller slag, organ-

transplantasjoner eller et annet kirurgisk inngrep,



10

15

20

25

30

35

NO/EP2503338

c) cancer eller cancermetastaser, og

d) en inflammatorisk tilstand.

Typiske sykdommer som fgrer til en forandring i pasientens CD73 niva i vevsfluider,
saerlig i serum er: vevstraume; reperfusjonsskader som er et resultat av hjerteinfarkt
eller slag, organtransplantasjoner eller andre kirurgiske operasjoner; cancer eller
cancermetastaser; eller inflammatoriske tilstander som resulterer fra ovennevnte
traumer eller reperfusjonsskader eller fra kroniske tilstander som inkluderer allergiske
tilstander, autoimmune sykdommer og inflammatoriske sykdommer. Som eksempler
pa slike kroniske tilstander kan man nevnte artritt, allergiske tilstander slik som
astma, inflammatoriske tilstander slik som inflammatorisk tarmsykdom eller en
inflammatorisk tilstand i huden, psoriasis, Parkinsons sykdom, Alzheimers sykdom,
autoimmune sykdommer, type I eller type II diabetes, arteriosklerose, multippel
sklerose, Crohns sykdom eller avstgtningsreaksjoner p& grunn av organ-
transplantasjoner. De inflammatoriske sykdommer systemisk inflammatorisk respons-
syndrom (SIRS), akutt lungeskade (ALI), multiorgansvikt (MOF), iskemi reperfusjons-
skade (IRI) og skadelig legemiddelreaksjon (ADRS) vil seerlig fgre til endringer av
vevsfluid CD73 protein.

Betegnelsen “cytokin” inkluderer et hvilket som helst protein eller peptid anvendt i
organismer som signalforbindelser. Denne betegnelse refererer spesielt til et
interferon eller et interleukin, men er ikke begrenset dertil. I det tilfellet at cytokinet
er et interferon, kan interferonet veere alfa-, beta-, gamma-, omega- eller et hvilket
som helst annet interferon og det kan vare en hvilken som helst subtype av de oven-
nevnte interferoner. Interferoner anvendes i behandlingen av de ovennevnte sykdom-

mer. Som eksempler pa interleukiner kan man nevnte IL-4, IL-10, IL-13 og IL-20.

"Statiner” utgjer en gruppe av hypolipidemimidler som anvendes for 8 senke
kolesterolnivaene i individer, saerlig for & redusere risikoen for kardiovaskulaere syk-
dommer. Ogs§ inflammatoriske tilstander, demens, cancer, nuklezer katarakt og

pulmonal hypertensjon kan respondere pa behandling med statiner.

Bestemmelse av CD73 protein i en prgve som er tatt fra vevet til et individ kan
gjennomfgres ved en immundeteksjon ved & kvantifisere nivaet av CD73 proteinet i
nevnte prgve ved & underkaste prgven for et bindemiddel som gjenkjenner CD73

proteinet, og kvantifisere nevnte bindemiddel.
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Alternativt kan deteksjonen gjennomfgres ved & detektere aktiviteten av CD73
proteinet i nevnte prgve ved a8 anvende tynnsjiktkromatografi eller ved & underkaste

nevnte prgve for et CD73 substrat, og overvdke forandringen av nevnte substrat.

Betegnelsen "bindemiddel” skal forstds til & inkludere antistoffer, som kan vaere
monoklonale eller polyklonale eller genmanipulerte; hvilke som helst antistoffragment-
er; aptamerer og affibodies, og et hvilket som helst annet bindemiddel som er i stand
til 8 binde til en epitop p& CD73 proteinet. CD73 antistoffer er vel kjent innen teknik-
ken, se f.eks. http://www.biocompare.com/matrixse/3194/6/67151/CD73.html.
Affibodies representerer en ny type av bindemidler, sma og seerlig stabile proteiner,
utviklet av Affibody Ab.

Bindingsanalysen kan veere kompetitiv eller ikke-kompetitiv. Den foretrukne analyse
er en sandwhich analyse hvor et oppfangingsantistoff (eller annen type av
bindemiddel) immobilisert til en fast baerer utsettes for prgven som omfatter antigen-
et, som ved en fgrste epitop binder til oppfangingsantistoffet og tilsetning av et
merket antistoff (eller annen type bindemiddel), rettet mot en annen epitop av anti-
genet. Det merkede antistoffet kvantifiseres enten direkte (homogen analyse) eller
etter separasjon av ikke-immobiliserte merkede antistoffer. Markgren kan vare en
radioaktiv isotop, en fluorescerende farge, et enzym eller en annen detekterbar

markar.

For formalet av immunodeteksjon, kan f.eks. et hvilket som helst passende anti-CD73
spesifikt antistoff anvendes for & oppfange opplgselig CD73 fra prgven, og deretter
kan mengden av bundet protein kvantifiseres ved 8 anvende en rekke teknikker. En
sandwhich ELISA kan f.eks. benyttes hvor ett anti-CD73 antistoff er immobilisert til
bunnen av multibrgnnplater, prgven tilsettes, og bundet CD73 detekteres ved a
anvende et annet anti-CD73 antistoff. Anti-CD73 antistoffet detekteres deretter ved &
anvende hvilken som helst av de mange teknikker som er egnet for antistoffdeteksjon,
slik som merkede andre-trinn antistoffer. CD73 spesifisitet for reaksjonen kontrolleres
ved 8 inkludere et irrelevant antistoff som et oppfangningsantistoff eller
deteksjonsantistoff og ved & sammenligne signalene mellom disse negative kontroller
og anti-CD73 antistoffer.

Bestemmelse av CD73 aktivitet:
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CD73 aktivitet kan males ved & anvende tynnsjiktkromatografi i henhold til publiserte
protokoller. CD73 aktivitet kan ogsd méles ved & anvende en hvilken som helst
enzymatisk analyse som maler omdannelsen av AMP, eller annet purin mononukleotid
som kan anvendes som et CD73 substrat, til det tilsvarende nukleosid. Analysen kan
f.eks. vaere basert pd omdannelsen av radioaktivt merkede eller fluorescens-merkede
substrater. Deteksjonsmetoder kan vaere avhengig av kvantifiseringen av fallet i en
substratkonsentrasjon, eller en gkning i produktkonsentrasjonen eller frigivelse av
fosfatgruppen. CD73 avhengighet av reaksjonen kan bestemmes ved 8 gjennomfgre

analysen i naerveer eller fravaer av en kjent CD73 inhibitor, slik som AMPCP.

Passende substrater for CD73 er f.eks. nukleosid-5"-monofosfater som inkluderer
adenosin-5-monofosfat (AMP), inosin-5"-monofosfat (IMP) og lignende.

Oppfinnelsen skal nd belyses ved den etterfglgende ikke-begrensende eksperimentelle
del.

EKSPERIMENTELL DEL

Materialer og metoder

ALI modell og vaskulaer lekkasje

CD737- mus, som var tilbakekrysset til C57BL/6 bakgrunn for 8 generasjoner, og
C57BL/6 villtype (WT) mus ble anvendt. De mangler CD73 mRNA, protein- og
enzymaktivitet [3]. Dyrene ble matchet med hensyn til vekt, kjgnn og alder. Alle mus
hadde tilgang til standard musef6r og vann inntil forsgket. Musene ble bedgvet med
ketaminhydroklorid (100 mg/kg kroppsvekt, i.p.) og xylazin (10 mg/kg kroppsvekt,
i.p.). Under bedgvelsen ventilerte musene spontant normal luft. Fgr operasjon mottok
dyrene 1 ml sterilt saltvann subkutant for & kompensere for peroperativt fluidtap.
@vre mesenterialarterie ble dissekert via midtlinje laparotomi og ble okkludert med en
mikrovaskulaer klemme i 30 minutter. Sham-dyr gjennomgikk gvre mesenterialarterie
disseksjon uten vaskulaer okklusjon. Saret ble sydd i ett lag. Kroppstemperaturen til
dyrene ble opprettholdt gjennom iskemifasen med en varmelampe. Etter iskemi, ble
den mikrovaskulaere klemmen Igsnet, sdret ble sydd og dyrene mottok i tillegg 1 ml
saltvann subkutant. Etter 235 minutters reperfusjon mottok musene FITC-konjugert
dekstran (25 mg/kg kroppsvekt i 0,2 ml sterilt saltvann; molekylvekt 70 000 D,
molekylaere prober). Mus ble avlivet etter 240 minutters reperfusjon og vevsprgvene

ble samlet. 30 minutters iskemi-240 minutters reperfusjonsprotokollen er en etablert
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og reproduserbar ALI modell [9]. Protokollen ble godkjent av the Committee on
Animal Ethics of Turku University (tillatelse nr 1597/05 til Sirpa Jalkanen).

Effekten av IFN-B pd CD73 aktivitet og permeabilitet ble studert ved & anvende pre-
og post-behandlingsprotokoller. Subgrupper av mus ble forbehandlet med rekombi-
nant mus IFN-B (6000 IU s.c. en gang daglig i 3 dggn fgr iskemi). I etterbehandlings-
gruppen mottok dyrene en enkel bolus av IFN-B (20 000 IU) intravengst etter den

iskemiske fasen pa begynnelsen av reperfusjonsperioden.

Alle musene ble injisert i.v. med FITC-konjugert dekstran (70 kDa) 5 minutter fgr
eutanasi. Vaskulzer lekkasje ble bestemt fra tre fargebilder som ble tatt fra lunge-

kryosnitt ved 8 anvende dataavbildingsanalyse (Image J).

Analyser av CD73 aktivitet

Ecto-5'-nukleotidaseaktivitet ble analysert ved TLC, som beskrevet tidligere [10]. Kort,
inneholdt standard enzymanalysen i et sluttvolum p& 120 ul RPMI 1640, lungelysat, 5
mmol/l B-glyserofosfat, og de indikerte konsentrasjoner av AMP med tracer [2-3H]JAMP
(sp. act., 18.6 Ci/mmol; Amersham. Little Chalfont, U.K.). Inkubasjonstider ble valgt
for & sikre lineariteten av reaksjonen med tid, slik at mengden av omdannet AMP ikke
overskredet 7-10 % av det initialt introduserte substrat. Prgver av blandingen ble
pafort pd Alugram SIL G/UV2s4 TLC ark (Macherey-Nagel, Diren, Tyskland) og
separert med isobutanol/isoamylalkohol/2-etoksyetanol/amoniakk/H20 (9:6:18:9:15)
som lgsningsmiddel. 3H-merket AMP og dets fosforylerte nukleosidderivater ble
visualisert i UV lys og kvantifisert ved & anvende et Wallac-1409B-spektrometer. CD73
aktivitet ble uttrykt som nM av AMP hydrolysert per milligram av protein per time.
Proteinkonsentrasjon i lysatene ble bestemt ved BCA protein analysekit (Pierce,

Rockford, IL) i henhold til produsentens instruksjoner.

Statistiske analyser
Ikke-parametrisk enveis ANOVA (Kruskall-Wallis and Mann-Whitney U tests) ble

anvendt.
Resultater
CD73 aktivitet korrelerer med sykdomsaktiviteten

Intestinal iskemi-reperfusjon (IR) forte til markert vevsforandring bade i tarmen og i

lungene (fig. 1). I lungene til de sham-opererte villtypemusene var CD73 aktiviteten
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lav (figur 2A). De mikroskopiske analysene av FITC-dekstran i lungene viste at der

kun var marginal lekkasje i WT mus som gjennomgikk sham-operasjon (figur 2B).

N&r ALI ble indusert til wt dyr, ble CD73 aktiviteten redusert med 25 %. Samtidig okte
vaskuleer lekkasje signifikant. Forandringer i vaskulaer permeabilitet korrelerer direkte
med sykdomsalvorligheten, da lekkasjen av intravaskuleere fluider til lungeparenkym
og ytterligere til alveolene er den viktigste arsaken til gdeleggelse av lungefunksjon og
svekket luftbytte.

Som forventet, var CD73 aktiviteten udetekterbar eller ved ekstremt lave nivaer i
CD73 manglende mus b&de etter sham-operasjon og etter intestinal IR. I CD73
manglende mus var lekkasjen i de sham-opererte dyrene lett gkt sammenlignet med
villtype sham-opererte mus. Seerlig ndr ALI ble indusert viste CD73 manglende mus

omtrent 80 % mere lekkasje i lungene enn WT mus fra samme kull (p=0,03).

Disse data viser at det er en invers korrelasjon mellom CD73 aktiviteten og vaskular

permeabilitet, som et mal p& sykdomsalvorlighet.

CD73 aktivitet korrelerer med behandlingsresponsen

IFN-B behandling i 3 dggn (ved en dose som anvendes klinisk i behandlingen av
multippel sklerose) fgrte til en 230 % gkning i CD73 aktivitet i WT lunger under ALI
(p=0,002, figur 2A). Mest sldende ble lekkasjeomradet i WT mus etter introduksjon av
ALI redusert med mer enn 90 % etter IFN-$ forbehandlingen, sammenlignet med
ikke-behandlede mus av samme kull (p=0,0001, figur 2B). Den var faktisk ikke for-
skjellig fra dyr som gjennomgikk kun sham-operasjonen. Sldende hadde IFN-B ogsa
ingen beskyttende effekter pa ALI i CD73 manglende mus. Disse data viser at
interferon-beta behandling nedsetter vaskulaer lekkasje p& en strengt CD73 avhengig
mate. Dessuten kan gkning i CD73 aktivitet i villtype mus anvendes for 8 forutsi

fordelaktig resultat som svar pa IFN-B behandling.

Man testet deretter om IFN-B behandling kunne reversere en allerede etablert
kapilleerskade. Med dette som formal behandlet man musene med kun IFN-B etter
iskemiperioden pa tidspunktet for reperfusjon. Seerlig den enkelte IFN-B dosen for-
bedret signifikant i stor grad vaskular barrierefunksjon i Igpet av den etterfglgende 4
timers reperfusjonsperioden. Lekkasjen av FITC dekstran ble redusert med 9049 % i
etterbehandlingsgruppen sammenlignet med kontrollene (n=8-13 mus/gruppe,

p<0,001). Samtidig gkte CD73 aktivitet malt fra serumprgver med mer enn 30 % (fra
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427 + 22 i ALI gruppe uten behandling til 561 + 48 i ALI gruppe behandlet med IFN-(;
p=0,04, n=4/gruppe). Saledes korrelerer induksjonen av CD73 aktivitet positivt med
en behandlingsrespons. Dessuten kan maling av CD73 aktivitet i en blodprgve gi

anvendbar informasjon om IFN-B responderbarhet.
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmate for 8 vurdere effektiviteten av en cytokinterapi eller en

statinterapi i en pasient som lider av en sykdom, hvor CD73 i et vevsfluid som er tatt
fra pasienten anvendes som biomarkgr, hvor fremgangsmaten gjentas pa to eller tre
tidspunkter og hvor et endret nivd av CD73 i préven, sammenlignet med en tidligere

analyse, anvendes for & estimere effektiviteten av terapien.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor cytokinterapien anvendes for & behandle en
sykdom valgt fra gruppen som bestar av

a) vevstraume,

b) en reperfusjonsskade som resulterer fra hjerteinfarkt eller slag,
organtransplantasjoner eller andre kirurgiske inngrep,

c) cancer eller cancermetastaser, og

d) en inflammatorisk tilstand.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor statinterapien anvendes for & behandle en
sykdom valgt fra gruppen bestdende av en kardiovaskulaer sykdom, en inflammatorisk

tilstand, demens, cancer, nuklezer katarakt og pulmonal hypertensjon.
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FIG. 1
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