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(57) Sammendrag:

Intercellulare adh:esionsmolekyler (ICAM-1), som er
involveret i processen, gennem hvilken lymfocytter gen-
kender og vandrer til steder med inflammation samt
festner sig til cellesubstrater under inflammation,
og antistoffer, der er i stand til at binde til sidanne
intercellulere adhzsionsmolekyler, screeningsprever til
identifikation af disse og deres anvendelse beskrives.
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Den foreliggende opfindelse angdr monoklonale
antistoffer samt fragmenter deraf, der er i stand til
at binde til intercellulazre adhzsionsmolekyler. Opfin-
delsen angdr yderligere celler til at producere sadanne
antistoffer. I et andet aspekt angar opfindelsen en
fremgangsmadde til diagnosticering af tumorceller eks-
primerende intercellulzre adhasionsmolekyler, et farma-
ceutisk praparat indeholdende antistofferne eller frag-

“menterne deraf samt anvendelse af antistofferne eller

fragmenterne til fremstilling af et farmaceutisk prapa-
rat til behandling af inflammation eller undertrykkelse
af tumorvakst.

. Leukocytter skal vere i stand til at fastne til
cellesubstrater for pad rette mide at forsvare varten
mod fremmede invaderende, s&som bakterier eller vira.
Et udmerket overblik over forsvarssystemet er an-
givet af Eisen, H.W., (Microbiology, 3. udg., Harper
& Row, Philadelphia, PA (1980), s 290-295 og 381-418).
De skal kunne fastnes til endotelceller, saledes at de
kan migrere fra kredslebet til steder med fortsat
inflammation. Yderligere skal de vere i stand til at
festne til antigenpresenterende celler, sdledes at en
normal specifik immunreaktion kan forekomme, og ende-

- 1ig skal de festne til egnede mdlceller, séaledes at

25

30

lysis af virus-inficerede celler eller tumorceller kan
ske.

For nylig identificeredes leukocytoverflade-
molekyler, som er involveret i formidlingen af s&danne
festnelser, under anvendelse af hybridoma-teknologi.
Kort fortalt identificeredes monoklonale antistoffer
rettet mod humane T-celler (Davignon, D. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 78:4535-4539 (1981)) og musemilt-
celler (Springer, T. et al. Eur. J. Immunol. 9:301-306
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(1979)), hvilke bandt til leukocytoverflader og inhibe-
rede de festnelsesrelaterede funktioner beskrevet oven-
for (Springer, T. et al., Fed. Proc. 44:2660-2663
(1985)). Molekylerne, der identificeredes med disse
antistoffer, kaldtes Mac-1 og lymfocyt-funktions-
associeret antigen-1 (LFA-1). Mac-1 er en heterodimer,
som findes hos makrofager, granulocytter og store
granulere lymfocytter. LFA-1 er en heterodimer, som
findes hos de fleste lymfocytter (Springer, T.A., et
al. Immunol. Rev. 68: 111-135 (1982)). Disse to moleky-
ler plus et tredje molekyle, pl150,95 (som har en vavs-
fordeling svarende til Mac-1) spiller en rolle ved cel-
luler adh®sion (Keizer, G. et al., Eur. J. Immunol.
15:1142-1147 (1985)).

Ovennazvnte leukocytmolekyler har vist sig at ve-

re medlemmer af en'beslagtet familie af glycoproteiner
(Sanchez-Madrid F. et al., J. Exper. Med. 158:1785-1803
(1983); Keizer, G.D. et al., Eur. J. Immunol.
15:1142-1147 (1985)). Denne glycoproteinfamilie bestar
af heterodimerer med én a-kade og én p-kade. Skont
hver af antigenernes a-kade var forskellige fra hin-
anden, viste p-kaden sig at vare bevaret i hej grad
(Sanchez-Madrid, F. et al., J. Exper. Med.
158:1785-1803 (1983)). Glycoproteinfamiliens (somme-
tider omtalt som "CD18") B-kade viste sig at have en
molekylvagt pa 95 kd, hvorimod a-kadernes molekylvagt
varierede fra 150 kd til 180 kd (Springer, T., Fed.
Proc. 44:2660-2663 (1985)). Skent membranproteinernes
a-underenheder ikke har den samme vidtstrakte homologi

som B-underenheder,viste nermere analyse af glycoprot-
einernes a-underenheder, at der er vesentlige ligheder
mellem dem. Undersegelser over lighederne mellem a- og
B-underenhederne i de LFA-l-relaterede glycoproteiner
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er angivet af Sanchez-Madrid, F. et al., (J. Exper.
Med. 158:586-602 (1983); J. Exper. Med. 158:1785-1803
(1983)).

Man har identificeret en gruppe af personer,
som ikke er i stand til at eksprimere normale mzngder
af ethvert medlem af denne adhasionsproteinfamilie pa
deres leukocytcelleoverflade (Anderson, D.C., et al.,
Fed. Proc. 44:2671-2677 (1985); Anderson, D.C., et al.,
J. Infect. Dis. 152:668-689 (1985)). Lymfocytter fra
disse patienter udviste in vitro defekter svarende til
normale modparter, hvis LFA-l1-familie af molekyler var
blevet antagoniseret af antistoffer. Disse personer var
yderligere ude af stand til at opnd en normal immun-

respons pd grund af deres cellers manglende evne til
at hafte til cellesubstrater (Anderson, D.C., et
al., Fred. Proc. 44:2671-2677 (1985); Anderson, D.C.,
et al., J. Infect. Dis. 152:668-689 (1985)). Disse
data viser at immunreaktioner dampes nér lymfocytter
ikke er 1 stand til at fastne pa& normal made pé& grund
af de manglende funktionelle adhazsionsmolekyler af
LFA-1-familien.

Lymfocytternes evne til at bevare et dyrs hel-
bred og levedygtighed kraver sdledes summarisk at
lymfocytterne er i stand til at hafte til andre celler
(sdsom endotelceller). Denne haftning har vist sig at
krazve celle-cellekontakter, som involverer specifikke
receptormolekyler, der findes pd lymfocytternes celle-
overflade. Disse receptorer gor det muligt for en
lymfocyt at fastne sig til andre lymfocytter eller til

-endotelceller, og andre ikke-vaskulere celler. Celle-

overfladereceptormolekylerne har vist sig at vere
yderst beslagtede med hinanden. Personer, hvis lymfo-
cytter mangler disse celleoverfladereceptormolekyler,
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udviser kroniske og tilbagevendende infektioner og andre

kliniske symptomer, herunder defekte antistofreaktio-

ner.

Da lymfocytadhzsionen er involveret i processen
gennem hvilken fremmed vav identificeres og afvises, er
en forstdelse af denne proces af vasentlig vardi inden-
for organtranspiantationen, vavstransplantationen, al-
lergi og onkologi.

Den foreliggende opfindelse angdr monoklonale
antistoffer og fragmenter af antistoffer, der er i
stand til at inhibere funktionen af ICAM-1, og andre
inhibitorer af ICAM-l-funktionen. Opfindelsen angar
desuden diagnostiske fremgangsmdder for alle de oven-
nevnte molekyler, samt farmaceutiske praparater inde-
holdende antistofferne eller fragmenterne deraf, samt
anvendelse af disse til fremstilling af farmaceutiske
praeparater. ‘

Opfindelsen angdr nermere angivet et monoklonalt
antistof, R6-5-D6, som er i stand til at binde til et
molekyle valgt blandt ICAM-1 og funktionelle derivater
af ICAM-1 eller molekyler, der er i stand til at binde
til en receptor, der findes pd overfladen af en lymfo-
cyt. Opfindelsen omfatter ogsd en hybridoma-celle, der
er 1 stand til at produceree et sddant antistof.

Opfindelsen omfatter yderligere fragmenter af
antistoffet, der er i stand til at binde til molekylet,
og endvidere antistoffet og fragmenter deraf pad merket
form.

opfindelsen angdr ogsd en fremgangsmé&de til dia-
gnostisering og lokalisering af en ICAM-1 eksprimerende

tumorcelle i et pattedyr eller menneske, som man formo-

der indeholder en sadan celle, hvilken fremgangsmade
omfatter:
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(a) administrering af et middel indeholdende en
detekterbart merket bindingsligand, der er i stand til
at binde til ICAM-1, til individet, idet liganden vel-
ges blandt et antistof og et fragment af et antistof,
hvor fragmentet er i stand til at binde til ICAM-1, og

(b) detektering af bindingsliganden.

Endvidere angdr opfindelsen et farmaceutisk pre-
parat indeholdende et antistof eller toxinafledt anti-
stof, der er 1 stand til at binde til et molekyle valgt
blandt ICAM-1 og et funktionelt derivat af ICAM-1, el-
ler et fragment af et antistof eller toxin-afledt frag-
ment af et antistof, idet fragmentet er i stand til at
binde til et molekyle valgt blandt ICAM-1 og et funk-
tionelt derivat af ICAM-1, sammen med en inert farma-
ceutisk bzrer.

Yderligere angdr opfindelsen anvendelse af anti-
stoffet eller et fragment deraf, der er i stand til at
binde til ICAM-1 og et funktionelt derivat af ICAM--1
til fremstilling af et farmaceutisk praparat til be-
handling af inflammation, der stammer fra en reaktion
fra det specifikke forsvarssystem hos et pattedyr eller
menneske, eller til undertrykkelse af vaksten af en
ICAM-1-eksprimerende tumor eller en LFA-l-eksprimerende
tumor.

P& tegningen viser:

fig. 1, pad diagramform, adhzsionen mellem en
normal og en LFA-1 mangelfuld celle.

Fig. 2 viser, pd diagramform, normal/normal
celle-adhesion-processen.

Fig. 3 viser kinetikken af cellul®r aggregation
i fraver (X) eller narverelse af 50 ng/ml PMA (0).

Fig. 4 viser coaggregation mellem LFA-1" og
LFA-1*-celler. Carboxyfluoresceindiacetatmzrkede EBV-
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transformerede celler (104), som angivet i figuren blan-
dedes med 10° umzrkede autologe celler (sorte sejler)
eller JY-celler (ufarvede sejler) i nerverelse af PMA.
Efter 1,5 timer optaltes de merkede celler, i aggrega-
ter eller frie, idet den kvantitative preve fra eksem-
pel 2 benyttedes. Procentdelen af mezrkede celler 1 ag-
gregater er vist. Et repre®sentativt eksperiment ud af
to er vist.

Fig. 5 viser immunopracipitationen af ICAM-1
og LFA-1 fra JY-celler. Triton X-100 lysater fra JYy-
celler (bane 1 og 2) eller kontrollysispuffer (bane 3
og 4) immunoprazcipiterede med antistof, der er i stand
til at binde til ICAM-1 (bane 1 og 3) eller antistof-
fer, der er i stand til at binde til LFA-1 (bane 2 og
4). Panel A viser resultater under reducerende betin-
gelser: Panel B viser resultater opndet under ikke-
reducerende betingelser. Molekylvagtstandarder bestem-
tes i bane S.

Fig. 6 viser kinetikken af IL-1 og y-interferon-
virkninger pd& ICAM-l-ekspression pd humane, dermale
fibroblaster. Humane, dermale fibroblaster dyrkedes til
en tathed ps4 8 x 10% celler/0,32 cm?/brend. IL-1 (10
U/ml, sorte cirkler) eller rekombinant y-interferon
(10 U/ml, farvede firkanter) tilsattes og pd det angi-
vne tidspunkt afkeledes proven til 4°C og en indirekte
bindingsprove gennemfortes. Standardafvigelsen oversteg
ikke 10 procent. ,

Fig. 7 viser koncentrationsafhengigheden af
IL-1- og y-interferonvirkninger p& ICAM-1. Humane, der-

male fibroblaster dyrkedes til en tathed pd 8 x 104
celler/0, 32 cmz/brmnd. IL-2 (ufarvede cirkler), rekom-

binant human IL-1 (ufarvede firkanter), rekombinant mu-
se IL-1 (sorte firkanter), rekombinant human y-
interferon (sorte cirkler), og rekombinant g-interferon
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(ufarvede trekanter) tilsattes ved den angivne fortyn-
ding og inkuberedes i 4 timer (IL-1) eller 16 timer (B-
og y-interferon). De viste resultater er middelvardier
fra firedobbelte bestemmelser; standardafvigelsen
overskred ikke 10%.

Fig. 8 viser nukleotid- og aminosyresekvensen
af ICAM-1-cDNA. Det forste ATG er ved position 58.
Translaterede sekvenser svarende til ICAM-1 tryptiske
peptider er understreget. Det hydrofobe putative
signalpeptid og transmembransekvenser har en kraftig
understregning. N-koblede glycosyleringssteder er
indrammet. Polyadenyleringssignalet AATAAA ved position
2976 er angivet ved en streg ovenover signalet. Den vi-
ste sekvens er for HL-60 cDNA-klonen. Endotelcelle-
cDNA'en sekvensbestemtes over det meste af dens lengde
og viste kun mindre forskelle.

Fig. 9 viser de ICAM-1 homologe domzner og
forbindelse til den immunoglobuline supergene familie.
(A) opstilling af 5 homologe domener (D1-5). To eller flere
identiske rester, som er opstillet er indrammet. Rester
bevaret to eller flere gange i NCAM-domzner samt rester
bevaret i domzner af szttene C2 og Cl opstilledes sam-
men med de ICMA-1 interne gentagelsesenheder. Lokalise-
ringen af de forudsagte B-strenge i ICAM-1-domznet er
markeret med kraftige streger og smd bokstaver ovenover
opstillingerne og den kendte lokalisering af B-strenge
i immunoglobulin C domzner er markeret med kraftig
streger og store bokstaver nedenunder opstillingen.
Positionen af den putative disulfidbro indenfor ICAM-1-
domzner er angivet med S-S. (B-D) optilling af protein-
domzner homologe til ICAM-1 domzner; proteiner opstil-
ledes til at begynde med ved segning i NBRF-databaser
under anvendelse af FASTP-programmet. Proteinsekvenser-
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ne er_MAG, NACM, T-cellereceptor-a-underenhed-v-domzne,
IgMu-kade og a-1-B-glycoprotein.

Fig. 10 er en skematisk sammenligning mellem de
sekundere strukturer af ICAM-1 og MAG.

Fig. 11 viser LFA-1l-positive EBV-transformerede
B-lymfoblastoide cellers binding til ICAM-1 i plane
membraner.

Fig. 12 viser LFA-l-positive T-lymfoblaster og
T-lymfomacellers binding til ICAM-1 1 plast-bundne
vesikler.

Fig. 13 viser inhiberingen af binding af JY B-
lymfoblastoidcellebinding til ICaM-1 1 plast-bundne
vesikler ved prebehandling af celler eller vesikler med
monoklonale antistoffer.

Fig. 14 viser virkningen af temperatur pd bin-
ding af T-lymfoblaster til ICAM-1 i plast-bundne vesik-
ler.

Fig. 15 viser nedvendigheden af divalente ka-
tioner til binding af T-lymfoblaster til ICAM-1 i
plast-bundne vesikler.

Fig. 16 viser anti-adhasion-antistoffers wvirk-
ning pd perifere mononuklezre blodcellers evne til
proliferation som svar pa genkendelsen af det T-celle-
associerede antigen OKT3. “OKT3" angiver tilsztningen
til antigen.

FPig. 17 viser anti-adhazsion-antistoffers virk-
ning p& perifere mononuklezre blodcellers evne til pro-

- liferation som svar pa genkendelsen af det ikke-

specifikke T-cellemitogen, concanavalin A. "CONA"
angiver tilsetnigen af concanavalin A.

Fig. 18 viser anti-adhzsion-antistoffers virk-
ning p& perifere mononuklezre blodcellers evne til
proliferation som svar pd genkendelsen af det "keyhole
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limpet-"hemocyaninantigen. Tils@tningen af ‘"keyhole
limpet-"hamocyanin til cellerne er angivet ved "KLH".

Fig. 19 viser anti-adhzsion-antistoffers virk-
ning pd perifere mononuklezre blodcellers evne til
proliferation som svar pd genkendelsen af tetanustoxo-
idantigenet. Tilsztningen af  tetanustoxoidantigen
til cellerne er angivet ved "AGN".

Fig. 20 viser ekspressionen af ICAM-1 p& humane,
perifere monocytter. (A) ikke dyrkede respondercellef;
(B) ikke dyrkede responder X stimulatorceller; (C) re-
sponderceller dyrker i 24 timer: (D) responder X stimu-
lator celler dyrket i 24 timer.

(Tekst:- - - - Intet monoclonalt antistof; **°*"*° .
Muse-immunoglobulin; Muse-anti-ICAM-1).

Molekyler, sdsom dem i LFA-l1-familien, der er
involveret 1 celluler adhazsionsprocessen omtales som
"adhzsionsmolekyler”.

Den omhandlede naturlige bindingsligand betegnes
"intercelluler Adhzsionsmolekyle-1" eller "ICAM-1".
ICAM-1 er et 76-97 Kd glycoprotein. ICAM-1 er ikke en
heterodimer. Et "funktionelt derivat af" ICAM-1 er en
forbindelse, som har en biologisk aktivitet (enten
funktionelt eller strukturelt) som i det vasentlige er
1ig en Dbiologisk aktivitet af 1ICAM-1. Udtrykket
"funktionelle derivater" har til hensigt at omfatte
"fragmenter", "varianter", "analoge" eller "kemiske de-
rivater" af et molekyle. Et "fragment" af et molekyle,
sdsom ICAM-1 har til hensigt at betegne enhver polypep-
tiddel af molekylet. En "variant" af et molekyle, sisom
ICAM-1 har til hensigt at betegne et molekyle, der i
det vasentlige har samme struktur og funktion som enten
hele molekylet eller et fragment deraf. Et molekyle si-
ges at vere "i det vaesentlige lig med" et andet moleky-
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le, hvis begge molekyler har i det vasentlige ens
strukturer, eller hvis begge molekyler har omtrent sam-
me biologiske aktivitet. Forudsat at to molekyler har
omtrent samme aktivitet betragtes de sdledes som va-
rianter, s&dan som udtrykket benyttes heri, selvom
strukturen af et af molekylerne ikke findes i det an-
det, eller hvis aminosyresekvensresterne ikke er iden-
tiske. En "analog" af et molekyle, sasom ICAM-1,
har til hensigt at betegne et molekyle, der i det ve-
sentlige er ens i funktionen enten til hele molekylet
eller til et fragment deraf. Sadan som det benyttes he-
ri, siges et molekyle at vere et "kemisk derivat" af et
andet molekyle, nar det indeholder yderligere kemiske
dele, som normalt ikke er en del af molekylet. Sadanne
dele kan forbedre molekylets opleselighed, absorption
og biologisk halveringstid, osv. Delene kan alterna-
tivt mindske molekylets toxicitet, eliminere eller dam-
pe enhver uensket bivirkning hos molekylet, osv. Dele,
der 1 stand til at mediere sddanne virkninger er angi-
vet 1 Reminton's Pharmaceutical Sciences (1980).
"Toxin-afledte”"-molekyler udger en speciel klas-
se af "kemiske derivater". Et "toxin-afledte"”
molekyle er et molekyle (s&som ICAM-1 eller et anti-
stof), som indeholder en toxindel. Bindingen af et sa-
dant molekyle til en celle bringer toxindelen i umid-
delbar nerhed med cellen og fremmer derved celleded.
Enhver egnet toxindel kan anvendes; det foretrzkkes
imidlertid at anvende toxiner, sadsom ricintoxi-
net, diehtheriatoxinet, radioisotope toxiner,; membran-
kanal-formende toxiner, osv. Fremgangsmader til kobling
af sadanne dele til et molekyle er velkendt indenfor
teknikken.

Et antigent molekyle, sdsom ICAM-1 eller medlem-
mer af LFA-l1-familien af molekyler eksprimeres natur-
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ligvis pd overfladen af lymfocytter. Introduktionen
af sddanne celler i egnede dyr, som ved intraperitoneal
injektion, osv., vil sdledes resultere i produktionen
af antistoffer, der er i stand til at binde til ICAM-1
eller medlemmer af LFA-1-familien af molekyler. Serum-
met fra et sadant dyr kan, om ensket, fjernes og benyt-
tes som en kilde for polyklonale antistoffer, der er i
stand til at binde til disse molekyler. Det foretrakkes
imidlertid at fjernes splenocytter fra s&danne dyr, at
sammensmelte saddanne miltceller med en myelomacelleli-
nie og lade sadanne fusionsceller danne en hybridoma-
celle som secernerer monoklonale antistoffer, der er i
stand til at binde til ICAM-1 eller medlemmer af LFA-1
familien af molekyler.

Hybridomacellerne, opndet pad samme mdde som be-
skrevet ovenfor kan underkastes screening ved en rakke
fremgangsmadder til identificering af eonskede hybrido-
maceller, som sekreterer antistof, der er i stand til
at binde enten til ICAM-1 eller til medlemmer af LFA-1-
familien af molekyler. ved en foretrukket screenings-
preve, identificeres sddanne molekyler ved deres evne
til at inhibere aggregationen af Epstein-Barr virus-
transformerede celler. Antistoffer, der er i stand til
at inhibere sddanne aggregationer, underkastes dernest
yderligere screening for at bestemme hvorvidt de in-
hiberer sddan aggregation ved binding til ICAM-1, eller
ved at binde til et medlem af LFA-1-familien af mole-
kyler. Ethver middel, der er i stand til at skelne
ICAM-1 fra LFA-l-familien af molekyler kan anvendes i
en s&dan screening. Antigenet bundet af antistoffet
kan sa&ledes f.eks. analyseres ved immunfzldning og
polyacrylamidgelelektroforese. Hvis det bundne antigen
er et medlem af LFA-l-familien af molekyler vil det
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immunofaldede antigen sdledes vise sig at vare en di-
mer, hvorimod en enkelt molekylvagtdel vil vare blevet
immunofaldet, hvis det bundne antigen er ICAM-1. Det er
desuden muligt at skelne mellem disse antistoffer, som
binder til medlemmer af LFA-1-familien af molekyler fra
dem som binder til ICAM-1 ved screening for antistof-
fets evne til at binde til celler, sasom granulocytter,
som eksprimerer LFA-1, men ikke ICAM-1. Et antistofs
(som vides at inhibere celluler aggregation) evne til
at binde til granulocytter indikerer, at antistoffet er
i stand til at binde til LFA-1. Fraveret af sadan bin-
ding viser, at et antistof er i stand til at genkende
ICAM-1. Et antistofs evne til at binde til en celle,
sdsom en granulocyt, kan pavises ved metoder, der
sedvanligvis anvendes af en fagmand. S&danne metoder
omfatter immunoassays, cellular agglutination, filter-
bindingsstudier, antistoffzldning, osv.

De omhandlede anti-aggregationsantistoffer kan
alternativt identificeres ved mdling af deres evne til
differentielt at binde til celler, som eksprimerer
ICAM-1 (s3som aktiverede endotelceller), og deres
manglende evne til at binde til celler, som ikke ek-
sprimerer ICAM-1. Som det vil vare klart for en fag-
mand, kan ovennavnte preover modificeres, eller udferes
i en anden rzkkefelge til opn&else af en rakke poten-
tielle screeningsprever, som hver er i stand til at
identificere og skelne mellem antistoffer, der er i
stand til' at binde til ICMA-1 kontra medlemmer af
LFA-1-familien af molekyler.

De omhandlede anti-inflammatoriske midler kan
opnds ved naturlige (sdsom ved at fa et dyr, en plan-
te, svamp, bakterie, osv. til at producere en ikke-
immunoglobulin antagonist af ICAM-1, eller ved at fa et
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dyr til at producere polyklonale antistoffer, der er i
stand til at binde til 1ICAM-1); ved syntetiske
metoder (sdsom under anvendelse af Merrifield's metode
til syntetisering af polypeptider til syntetisering af
ICAM-1, funktionelle derivater af ICAM-1, eller prot-
einantagonister af ICAM-1 (enten immunoglobulin eller
ikke-immunoglobulin)); ved hybridomateknologi (sasom
fremstilling af monoklonale antistoffer, der er i stand
til at binde til ICAM-1); eller ved rekombinant-
teknologi (sésom fremstilling af de omhandlede anti-
inflammatoriske midler i forskellige varter (dvs. ger,
bakterier, svampe, dyrkede pattedyrsceller, osv.), el-
ler fra rekombinante plasmider eller virusvektorer).
Valget af den fremgangsmdde, der skal benyttes vil af-
hznge af faktorer, sasom anvendelighed, ensket udbytte,
osv. Det er ikke nedvendigt kun at benytte én af oven-
navnte fremgangsmadder, metoder eller teknologier til
fremstilling af et se®rligt antiinflammatorisk middel;
de ovennavnte metoder, fremgangsmédder og teknologier
kan kombineres for at opna et s®rligt anti-
inflammatorisk middel.

A. Identifikation af LFA-l-bindingspartneren (ICAM-1).

1. Prever for LFA-l-afhangig aggregation.

Mange Epstein-Barr virustransformerede celler
udviser aggregation. Denne aggregation kan @ges i ner-
verelse af phorbolestere. En sadan homotype aggrega-
tion (dvs. aggregation, der kun involverer en celle-
type) har vist sig at blive blokeret af anti-LFA-1-
antistoffer (Rothlein, R. et al., J. Exper. Med. 163:
1132-1149 (1986)), hvilken reference er inkorporeret
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heri ved henvisningen dertil). Udstrazkningen af
LFA-1-afhengig binding kan sdledes bestemmes ved at
prove udstrazkningen af spontan eller phorbolesterafhan-
glg aggregatdannelse.

Et middel som interfererer med LFA-l-afhangig
aggregation kan identificeres ved anvendelsen af en
prove, der er i stand til at bestemme hvorvidt et mid-
del interfererer med den spontane eller den phorbole-
ster-afhengige aggregation af Epstein-Barr virus-
transformerede celler. De fleste Epstein-Barr virus-
transformerede celler kan anvendes i en sdadan prove
sd l=nge cellerne er i stand til at eksprimere LFA-1-
receptormolekylet. Sadanne celler kan fremstilles i
overensstemmelse med teknikken angivet af Springer,
T.A. et al., J. Exper. Med. 160:1901-1918 (1984),
hvilken reference er inkorporeret heri i kraft af hen-
visninger dertil. Skent enhver sddan celle kan anvendes
i den LFA-l-afhengige bindingspreve ifelge opfindelsen,
foretrekkes det at benytte celler fra JY cellelinien
(Terhost, C.T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
73:910 (1976)). Cellerne kan dyrkes i erhvert egnet
dyrkningsmedium; det foretrazkkes imidlertid at dyrke
cellerne i RMPI 1640 dyrkningsmedium suppleret med 10%
fetal kalveserum og 50 pg/ml gentamycin (Gibco Labora-
tories, NY). Cellerne ber dyrkes under betingelser, der

er egnet for pattedyrcelleproliferation (dvs. ved en
temperatur pad sadvanligvis 37°C og i en atmosfzre med
5% CO,, ved en relativ fugtighed p& 95%, osv.).
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2. LFA-1 binding til ICAM-1.

Man har fundet mennesker, hvis lymfocytter mang-
ler familien af LFA-l-receptormolekyler (Anderson, D.C.
et al., Fed. Proc. 44:2671-2677 (1985); Anderson, D.C.
et al., J. Infect. Dis. 152:668-689 (1985)). Sadanne
mennesker siges at 1lide af leukocytadhazsionsmangel
(LAD). EBV-transformerede celler fra sddanne mennesker
samles hverken spontant eller i nervarelse af phorbol-

estere i ovennavnte aggregationspreve. Na&r séadanne
celler blandes med LFA-l-eksprimerende celler obser-
veredes aggregation (Rothlein, R. et al., J. Exper.
Med. 163:1132-1149 (1986)) (fig. 1). Det er af stor
vigtighed, at disse aggregater ikke dannes, hvis disse
celler inkuberedes i narverelse af anti-LFA-1 anti-
stoffer. Skent aggregationen kravede LFA-1 indikerede
LFA-1-mangelfulde cellers evne til at danne aggregater
med LFA—l-holdigé celler sdledes at LFA-1 bindings-
partneren ikke var LFA-1, men snarere et hidtil ukendt
celleadhastionsmolekyle. Fig. 1 viser den cellulzre
adha@sionsmekanisme.

B. Intercellular adhzsionsmolekyle-1 (ICAM-1).

Det omhandlede intercellulzre adhesionsmolekyle
ICAM-1 blev ferst identificeret og delvis beskrevet 1
overensstemmelse med fremgangsmadden af Rothlein, R. et

al. (J. Immunol. 137:1270-1274 (1986)). Til pavisning

af ICAM-1-molekylet fremstilledes monoklonale antistof-
fer ud fra miltceller fra mus, immuniseret med celler
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fra mennesker med genetisk defekt i LFA-l-ekspression.
De opndede antistoffer underkastedes screening for de-
res evne til at inhibere aggregationen af LFA-1-ekspri-
merende celler (fig. 2). Nazrmere angivet immuniseredes
mus med EBV-transformerede B-celler fra LAD-patienter,
som ikke eksprimerer LFA-l-antigenet. Milceller fra
disse dyr fjernedes dernest, sammensmeltedes med myelo-
maceller og fik lov til at blive monoklonale antistof-
producerende hybridomaceller. EBV-transformerede B-
celler fra normale mennesker, som eksprimerer LFA-1,
inkuberedes dern®st i nervarelse af det monoklonale an-
tistof fra hybridomacellen til identificering af et-
hvert’monoklonalt antistof, som var i stand til at in-
hibere den phorbolester-medierede, LFA-l-afhazngige,
spontane aggregation af de EBV-transformerede B-celler.
Eftersom hybridomacellerne stammede fra celler, som
aldrig havde stet p& LFA-lantigenet, produceredes der
intet monoklonalt antistof mod LFA-1. Ethvert antistof,
som viste sig at inhibere aggregation ma sdledes vere i
stand til at binde til et antigen som, skent det ikke
er LFA-1, deltager i LFA-l-adhasionsprocessen. Skont
enhver fremgangsmade til opn&else af sddanne monoklona-
le antistoffer kan benyttes, foretrazkkes det at opna
ICAM-1-bindingsmonoklonale antistoffer ved immunisering
af BALB/C-mus, idet metoder og planer beskrevet af
Rothlein, R. et al., (J. Immunol. 137: 1270-1274
(1986)) benyttes med Epstein-Barr virustransformerede,
perifere mononuklezre blodceller fra mennesker med en
LFA-1-defekt. S&danne celler er angivet af Springer,
T.A., et al., (J. Exper. Med. 160: 1901~1918 (1984)).

Ved en fremgangsmade til frembringelse og pavis-
ning af antistoffer, der er i stand til at binde til
ICAM-1, immuniseres mus med enten EBV-transformerede B-
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celler, som eksprimerer bdde ICAM-1 og LFA-1 eller fle-
re, fortrinsvis med TNF-aktiverede endotelceller, der
eksprimerer ICAM-1, men ikke LFA-1. Ved den mest fore-
trukne fremgangsmadde til frembringelse af hybridomacel-
ler, som producerer anti-ICAM-l-antistoffer, sekvensim-
muniseredes en Balb/C-mus med JYceller og med differen-
tierede U937-celler (ATCC CRL1593). Miltcellerne fra
sddanne dyr fjernedes, sammensmeltedes med myelomacel-
ler og fik lov til at udvikle 1 antistofproducerende
hybridomaceller. Antistofferne underkastes screening
for deres evne til at inhibere den LFA-1-afhzngige,
phorbolester-inducerede aggregation af en EBV-trans-
formeret celleline, sasom JY-celler, der eksprimerer -
badde LFA-l-receptoren og ICAM-1. Som vist af Rothlein,
R., et al., (J. Immunol. 137: 1270-274 (1987)), testes
antistoffer, der er i stand til at inhibere en sd&dan
aggregation, dernast for deres evne til at inhibere den
phorbolesterinducerede aggregation af en cellelinie,
sdsom SKW3 (Dustin, M., et al., J. Exper. Med.
165:672-692 (1987)) hvis evne til spontan aggregation i
nerverelse af en phorbolester inhiberes af antistof,
der er 1 stand til at binde LFA-1, men inhiberes ikke
af anti-ICAM-1-antistoffer. Antistoffer, der er 1 stand
til at inhibere den phorbolester-inducerede aggregation
af celler, sasom JY-celler, men som ikke er i stand til

inhibere den phorbolesterinducerede aggregation af cel-
ler, sasom SKW3 celler er sandsynligvis anti-ICAM-1-
antistoffer. Alternativt kan antistoffer, der er i
stand til at binde til ICAM-1 identificeres ved scree-
ning for antistoffer, som er i stand til at inhibere
den LFA-l-afhangige aggregation af LFA-ekspressions-
celler (sdsom JY-celler), men som ikke er i stand til
at binde til celler, der eksprimerer LFA-1, men 1lidt
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eller intet ICAM-1 (s&som normale granulocytter), eller
som er 1 stand til at binde til celler, som eksprimerer
ICAM-1, men ikke LFA-1 (sdsom  TNF-aktivierede
endotelceller). Et andet alternativ er immunofeldning
fra celler, der eksprimerer ICAM-1, LFA-1, eller begge,
under anvendelse af antistoffer, der inhiberer den
LFA-l-afh®ngige aggregation af celler, sasom JY-celler,
og bestemmelse af nogle molekylegenskaber af molekylet,
der udfeldede med antistoffet gennem SDS-PAGE eller en
&kvivalent metode. Hvis egeriskaberne er de samme som
for ICAM-1, formodes det, at antistoffet er et
anti-ICAM-1-antistof.

Idet man benytter monoklonale antistoffer, der
er fremstillet analogt med ovennavnte, rensedes ICAM-
l-celleoverflademolekylet, og dets egenskaber
bestemtes. ICAM-1 rensedes fra humane celler eller
vaev, idet monocklonal antistof affinitetschromatogra-
fi benyttedes. ved en sddan fremgangsmdde kobles et
monoklonalt antistof, der er reaktivt med ICAM-1 til en
inert kolonnematrix. Enhver fremgangsmdde til opndelse
af en sa&dan kobling kan benyttes; det foretrekkes imid-
lertid at benyttet fremgangsméden beskrevet af Oettgen,
H.C. et al., J. Biol. Chem. 259:12034 (1984)). Nar et
cellelysat passerer gennem matrixen adsorberes det til-
stedeverende ICAM-1l-molekyle og tilbageholdes af matri-
xen. Ved at endre pH-vardien eller ionkoncentrationen i
kolonnen kan de bundne ICAM-1-molekyler elueres fra
kolonnen. Skent enhver egnet matrix kan benyttes, fore-
trazkkes det, at anvende sepharose (Pharmacia) som ma-
trixmaterialet. Fremstillingen af kolonnematricer, og
deres anvendelse indenfor proteinrensning er velkendt
indenfor teknikken.

Pa en madde som forstds af en fagmand, kan oven-
navnte prover benyttes til identificering af forbindel-
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ser, der er i stand til at dampe eller inhibere graden
eller udstrazkningen af cellulazr adhazsion.

ICAM-1 er et celleoverfladeglycoprotein ekspri-
meret pd& ikke-hematopoietiske celler, sdsom vaskulazre
endotelceller, thymusepitelceller, visse andre epitel-
celler, og fibroblaster, og pa hazmatopoietiske celler,
sdsom vavsmakrofager, mitogen-stimulerede T-lymfocyt-
blaster, og germinale, centrerede B-celler og dendrit-
celler i tonsiler, 1lymfeknuder og "Peyer's-patches".
ICAM-1 eksprimeres starkt p& vaskulere endotelceller
i T-celleomrdder i lymfeknuder og tonsiler, hvilken ud-
viser reaktiv hyperplasia. ICAM-1 eksprimeres 1 sma
mengder pd perifere blodlymfocytter. Phorbolester-
stimuleret differentiering af nogle myelomonocytiske
cellelinier eger ICAM-1l-ekspressionen kraftigt. ICAM-1
eksprimeres sédledes fortrinsvis pd steder med inflamma-
tion og eksprimeres generelt ikke af passive celler.
ICAM-1-ekspression pd dermale fibroblaster eges 3-5
gange med enten interleukin 1 eller y-interferon i
koncentrationer pad 10 U/ml i lebet af henholdsvis 4 el-
ler 10 timer. Induktionen er afhengig af protein- og
mMRNA-syntese og er reversibel.

ICAM-1 udviser molekylvagtuensartethed i fors-
kellige celletyper med en molekylvagt pd 97 kd i fibro-
blaster, 114 kd i den myelomonocytiske celleline U937
og 90 kd i1 B-lymfoblastoidcellen JY. ICAM-I-biosyntese
har vist sig at involvere en ca. 73 kd intercelluler
precursor. Den ikke-N-glycosylerede form, der stammer
fra tunicamycinbehandling (som inhiberer glycosylering)
har en molekylvagt pd 55 kd.

ICAM-1 iscleret fra phorbolesterstimulerede
U937-celler eller fra fibroblastceller giver et til-
svarende stort produkt med en molekylvegt pd 60 kd ef-
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ter kemisk deglycosylering. ICAM-1 monoklonale anti-
stoffer interfererer med adhasionen af phytohamaglu-
tininblaster til LFA-l1-mangelfulde celleliner. Prebe-
handling af fibroblaster, men ikke lymfocytter, med
monoklonale antistoffer, der er i stand til at binde
ICAM-1, inhiberer 1lymfocyt-fibroblastadhzsion. Pre-
behandling af lymfocytter, men ikke fibroblaster, med
antistoffer mod LFA-1 har desuden vist sig at inhibere
lymfocyt-fibroblastadhzsion.

ICAM-1 er sdledes CD 18 kompleksets bindings-
ligand pd leukocytter. Det er inducerbart pd fibro-
blaster og endotelceller in vitro ved inflammatoriske
mediatorer, sdsom IL-1, y-interferon og tumornecrosis-
faktor indenfor en tidsramme, der er i overensstemmelse
med infiltrationen af lymfocytter i inflammatoriske le-
sioner in vivo (Dustin, M.L., et al., J. Immunol
137:245-254, (1986); Prober, J.S., et. al., J. Immunol
137:1893-1896, (1986)). ICMA-1 eksprimeres yderligere
pé& ikke-hamatopoietiske celler, s&som vaskulare endotel-
celler, thymusepitelceller, andre epitelceller,
og fibroblaster og p& hamatopoietiske celler, sasom
vavsmakrofager, mitogen-stimulerede T-lymfocytblaster,
og germinalcenter-B-celler og dendritceller i tonsiler,

lymfeknuder og "Peyer's patches" (Dustin, M.L. et.
al., J. Immunol 137:245-254, (1986)). ICAM-1 eksprime-
res pd keratinocytter 1 godartede inflammationsskader

sdsom allergisk eksem, lichen ruber, exanthema, urtica-
ria og sygdomme med blaredannelse. Allergiske hudreak-
tioner, provokeret ved paforsel af et hapten pa huden
overfor hvilket patienten er allergisk, viste ogsd en
kraftig ICAM-l-ekspression pa keratinocytter. P& den
anden side viste toxiske lapper pd huden ikke ICAM-1-
ekspression pad keratinocytterne. ICAM-1 findes pa kera-




10

15

20

25

DK 176020 B1

21
tinocytter fra biopsier af hudskader fra forskellige
dermatologiske sygdomme og ICAM-l-ekspression induceres
pa skader fra allergiske laptests, medens keratinocyt-
ter fra toxiske laptestskader ikke eksprimerede
ICAM-1.

ICAM-1 er derfor et cellesubstrat til hvilket
lymfocytter kan fastnes, sdledes at lymfocytterne kan
migrere til steder med en inflammation og/eller gennem-
fore forskellige effektorfunktioner som bidrager
til denne inflammation. Sa&danne funktioner omfatter
produktionen af antistof, 1lysis af virusinficerede
mdlceller, osv. Udtrykket “inflammation”, s&dan som
det benyttes heri, har til hensigt kun at omfatte
reaktioner fra det specifikke forsvarssysfem. Sadan som
det benyttes heri har udtrykket "specifikt forsvars-
system"” til hensigt at referere til den bestanddel 1
immunsystemet, som reagerer i nervearelse af specifikke
antigener. Inflammation siges at opstd som en reaktion
fra det specifikke forsvarssytem, hvis inflammationen
er forarsaget af, medieret af, eller knyttet til en
reaktion fra det specifikke forsvarssytem. Eksempler pa
inflammationer, som opstdr fra en reaktion fra det spe-
cifikke forsvarssystem omfatter reaktionen overfor an-
tigeher, sédsom rubellavirus, autoimmunsygdomme,
forsinket type af hypersensitivitetreaktion medieret af
T-celler (som det f.eks. ses hos mennesker, hvis test
er "positiv" i Mantaux-testen), osv.
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C. Kloning af ICaAM-1l-genet.

Enhver af en rzkke forskellige metoder kan be-
nyttes til kloning til ICAM-l-genet. En sa&dan frem-
gangsmade medferer analyse af et shuttelvektorbibliotek
af cDNA-indfejelser (stammende fra en ICAM-l-eksprime-
rende celle) for tilstedevarelsen af en indfejelse, som
indeholder ICAM-1-genet. En s&dan analyse kan gennemfo-
res ved transfektions af celler med vektoren og dernast
provning for ICAM-l-ekspression. Den foretrukne frem-
gangsmdde til kloning af dette gen medferer bestemmelse
af ICAM-1-molekylets aminosyresekvens. Til gennemforsel
af denne opgave skal ICAM-l-protein renses og analyse-
res af automatiserede sekvenatorer. Molekylet kan al-
ternativt underkastes fragmentering med cyanogenbromid
eller med proteaser, sdasom papain, chymotrypsin eller
trypsin (Oike, Y. et al., J. Biol. Chem. 257:9751-
9758 (1982); Liu, C. et al., Int. J. Pept. Protein
Res. 21:209-215 (1983)).

Skent det er muligt at bestemme ICAM-1's hele
aminosyresekvens, foretrazkkes det at bestemme mole-
kylets peptidfragmentsekvens. Hvis peptidet er mere
end 10 aminosyrer lang, er sekvensinformationen szdvan-
ligvis tilstrakkelig til at man kan klone et gen, sasom
genet for ICAM-1. |

Sekvensen af aminosyrerester i et peptid be-

tegnes heri enten gennem anvendelsen af deres sadvanli-
ge anvendte 3-bogstavsbetegnelser eller ved deres
enkelt-bogstavsbetegnelser. En liste af disse 3-bog-
stavs- og 1l-bogstavsbetegnelser kan findes i tekst-
beger sdsom Biochemistry, Lehninger, A., Worth Publis-
hers, New York, NY (1970). Nar en sddan sekvens opfores
lodret, er det hensigten at amino-terminal-resten skal
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std overst pd& listen og carboxy-terminal-resten af
peptidet skal st& nederst p& listen. N&r sekvensen op-
fores vandret er det p& samme madde hensigten at amino-
terminal-resten skal std4 til venstre, hvorimod
carboxy-terminal-resten skal std til hejre. Aminosyre-
resterne i et peptid kan adskilles med bindestreger.
S&danne bindestreger har alene til henSigt at lette en
sekvenspresentation. Som et rent illustrativt eksempel
indikerer aminosyresekvensen betegnet:

-Gly-Ala-Ser-Phe-

at en Ala-rest er bundet til Gly's carboxygruppe, og at
en Ser-rest er bundet til Ala-restens carboxygruppe og
til en Phe-rests aminogruppe. Betegnelsen indikerer
yderligere at aminosyresekvensen indeholder tetrapepti-
det Gly-Ala-Ser-Phe. Det er ikke hensigten at betegnel-
sen skal begreznse amiosyresekvensen til dette ene te-
trapeptid, men det er hensigten at inkludere (1) tetra-
peptidet indeholdende en eller flere aminosyrerester,
bundet til enten dets amino- eller carboxyende, (2)
tetrapeptidet indeholdende en eller flere aminosyre-
rester, bundet til begge dets amino- og carboxyender,
(3) tetrapeptidet, som ikke indeholder yderligere ami-
nosyrerester.

Nar et eller flere egnede peptidfragmenter er
blevet sekvenseret, underseges DNA-sekvenser, der er
i stand til at kode for dem. Fordi den genetiske kode
er degenereret, kan mere end et codon benyttes til at
kode for en bestemt aminosyre (Watson, J.D., I: Mole-
cular Biology of the Gene, 3. udg., W.A. Benjamin,

Inc., Menlo Park, CA (1977), s. 356-357). Peptid-
fragmenterne analyseres til identificering af sekvenser
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af aminosyrer, som kan kodes af oligonukleotider med
den laveste grad af degenerering. Dette gennemferes
fortrinsvis ved identificering af sekvenser, som inde-
holder amiosyrer, der kun kodes af et enkelt codon.
Skent s&danne aminosyresekvenser en gang imellem kan
kodes af kun et enkelt oligonucleotid kan amino-
syresekvensen ofte kodes af et vilkarlig nucleotid
fra et s®t af lignende oligonucleotider. Medens alle
medlemmer af sazttet indeholder oligonucleotider, som
er 1 stand til at kode for peptidfragmentet, og sdledes
potentielt indeholder den samme nucleotidsekvens som
genet, der koder for peptidfragmentet, er det vasent-
ligt at kun et medlem af sattet indholder en nucleotid-
sekvens, der er identisk med dette gens nukleotid-
sekvens. Fordi dette medlem findes 1 sattet og er i
stand til at hybridisere til DNA, selv i narvarelse af
andre medlemmer i szttet, er det muligt at benytte
det ufraktionerede sat af oligonucleotider pd samme ma-
de som man ville anvende en enkelt oligonucleotid til
kloning af genet, som koder for peptidet.

P4 en ma&de analogt med ovennavnte kan man an-
vende et oligonucleotid (eller s@t af oligonucleo-
tider), som indeholder en nucleotidsekvens, som er
komplementazr til oligonucleotidsekvensen eller sattet
af sekvenser, der er i stand til at kode for peptid-
fragmentet. '

Et egnet oligonucleotid eller sat af oligo-
nucleotider, som er i stand til at kode for et frag-
ment af ICAM-l-genet (eller som er komplementar til
et saddant oligonucleotid, eller sat af oligonucleoti-
der) identificeres (idet ovennavnte fremgangsméde be-
nyttes), syntetiseres og hybridisers, ved metoder der
er velkendte indenfor teknikken, overfor et DNA eller,
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mere foretrukket, et cDNA-przparat, som stammer fra hu-
mane celler, der er i stand til at eksprimere ICAM-1-
gensekvenser. Metoder til nucleinsyrehybridisering er
angivet af Maniatis, T. et al., I: Molecular Cloning,

a_ Laboratory Manual, Coldspring Harbor, NY (1982), og
af Haymes, B.D. et al., I: Nucleic Acid Hybrization, a
Practical Approach, IRL Press, Washington, DC (1985),
hvilke referencer er inkorporeret heri ved henvisning.
Den benyttede DNA eller cDNA kilde vil fortrinsvis vare
blevet beriget for ICAM-l-sekvenser. En sadan be-
rigeles kan meget nemt opnds ud fra cDNA opndet ved
ekstraktion af RNA fra celler dyrket under betingelser
som inducerer ICAM-1l-syntese (sdsom U937 dyrket i ner-
varelse af phorbolestere, osv.). '

Teknikker sésom, eller svarende til dem, der er
beskrevet ovenfor, har med succes muliggjort kloning af
gener til human aldehyd-dehydrogenaser (Hsu, L.C.
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3771-3775
(1985)), fibronectin (Suzuki, S. et al., Eur. Mol.
Biol. Organ. J. 4:2519-2524 (1985)), det humane
estrogen-receptorgen (Walter, P. et al., Proc, Natl.
Acad. Sci. USA 82:7889-7893 (1985)), vavstype plasmino-
gen-aktivator (Pennica, D. et al., Nature-  301:214-221
(1983)) og humant ende-placental-basisk-phosphatase-
komplementert-DNA (Kam, W. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82:8715-8719 (1985)).

Ved en foretrukken alternativ fremgangshéde til
kloning af ICAM-1-genet fremstilles et bibliotek af ek-
spressionsvektorer ved kloning af DNA eller, mere fore-
trukket cDNA, fra en celle, der er i stand til at
eksprimere ICAM-1 ind i1 en ekspressionsvektor. Biblio-

teket screenes dernast for medlemmer, der er i stand
til at eksprimere et protein, som binder til anti-
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ICAM-l-antistof, og som har en nucleotidsekvens, der er
i stand til at kode for polypeptider, som har den samme
aminosyresekvens som ICAM-1 eller fragmenter af
ICAM-1.

Det klonede ICAM-1-gen, opndet gennem ovennavnte
fremgangsmader, kan operabelt bindes til en ekspres-
sionsvektor og introduceres i bakterie- eller eukaryo-
tiske celler til produktion af ICAM-l-protein.
Teknikker for sddanne manipulationer er angivet af
Maniatis. T. et al., supra, og er velkendte indenfor
teknikken.

D. Anvendelser af LFA-l1-afhe&ngige aggregationsprover.

Ovenn®vnte preve, hvor man er i stand til at mé-
le LFA-l-afhe®ngig aggregation kan benyttes til identi-
fikation af mdiler, der virker som antagonister til
inhibering af omfanget af LFA-l1-afh®ngig aggregation.
S&danne antagonister kan virke ved at svakke LFA-1 el-
ler ICAM-1's evne til at formidle aggregation. Sadanne
midler omfatter sdledes immunoglobuliner, sasom et an-
tistof der er i stand til at binde til enten LFA-1 el-
ler ICAM-1. Ikke-immunoglobuline (dvs. kemiske) midler
kan yderligere underseges under anvendelse af ovennavn-
te preve, for at bestemme om de er antagonister til
LFA-l-aggregation.
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E. Anvendelser af antistoffer, der er i stand til at

binde til ICAM-1 receptorproteiner.

I. Anti-inflammatoriske midler.

Monoklonale antistoffer til medlemmer af CD
18-komplekset inhiberer mange leukocytters adhazsionsaf-
hengige funktioner, herunder binding til endothelium
(Haskard, D., et al., J. Immunol. 137:2901-2906
(1986)), homotypiske adh®sioner (Rothlein, R., et al.,
J. EXxp. Med. 163:1132-1149 (1986)), antigen- og mitoge-
ninduceret proliferation af lymfocytter (Davignon, D.,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 78:4535-4539
(1981)), antistofdannelse (Fischer, A., et al., J.
Immunol. 136:3198-3203 (1986)), og alle leukocytters
effektorfunktioner, sdsom cytotoxiske T-cellers lytiske
aktivitet (Krensky, A.M., et al. J. Immunol. 132:
2180-2182 (1984)), makrofager (Strassman, G., et al.
J. Immunol. 136:4328-4333 (1986)), og alle celler in-
volveret i antistof-afhazngige cellecytotoxiske reaktio-
ner (Kohl, S., et al., J. Immunol. 133:2972-2978
(1984)). I alle ovennavnte funktioner inhiberer anti-
stofferne leukocyttens evne til at hzfte til det pas-
sende cellesubstrat, som p& sin side inhiberer det en-

delige resultat.

Som omtalt ovenfor er bindingen af ICAM-1-mole-
kyler til medlemmer af LFA-l-familien af molekyler af
stor vigtighed ved celluler adhasion. Gennem adhzsions-
processen er lymfocytter i stand til kontinuert at un-
dersege et dyr for nerverelsen af fremmede antigener.
Skent disse processer normalt er onskelige, er de ogsé
drsagen til organtransplantationafvisning, vavstrans-
plantationafvisning og mange autoimmune sygdomme. Et-
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hvert middel, der er i stand til at dezmpe eller inhibe-
re celluler adhasion, vil sdledes vare meget enskvaer-
digt hos patienter, der underkastes organtransplanta-
tioner, vavstransplantationer eller hos autoimmune
patienter.

Monoklonale antistoffer, der er i stand til at
binde til 1ICAM-1 er sazrdeles egnede som anti-
inflammatoriske midler hos et pattedyr. Sadanne midler
adskiller sig 1 vesentlig grad fra szdvanlige anti-
inflammatoriske midler, idet de er i stand til selektiv
inhiberende adhzsion og ikke giver andre bivirkninger
s&som nephrotoxicitet, som findes hos sadvanlige
midler. Monoklonale antistoffer, der er i stand til
at binde til ICAM-1 kan derfor benyttes til at hindre
organ- eller vavsafvisning, eller modificere auto-
immune reaktioner uden frygt for sddanne bivirkninger
hos pattedyret.

Det er af stor vigtighed, at anvendelsen af mo-
noklonale antistoffer, der er i stand til at genkende
ICAM-1 muligger gennemforsel af organtransplantationer
selv mellem individer med stort HLA-uensartethed.
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2. Suppressorer af forsinket-type-hypersensitivi-
tetsreaktion.

Da ICAM-l-molekyler oftest eksprimeres pa
steder med inflammation, s&som de steder, der er in-
volveret 1 forsinket-type-hypersentitivitetsreaktion
har antistoffer (iszr monoklonale antistoffer), der er
i1 stand til at binde til ICAM-l1-molekyler tera-
peutisk mulighed for at dampe eller eliminere sadanne
reaktioner. Denne mulige terapeutiske anvendelse kan
udnyttes pd to mader. For det forste kan et middel in-
deholdende et monoklonalt antistof overfor ICAM-1 admi-
nistreres til en patient, der 1lider af ‘forsinket-

type-hypersensitivitetsreaktion. S&danne midler kan

f.eks. gives til et individ, som har veret i kontakt
med antigener s&som giftig efeu, giftig eg, osv. Ved en
anden udferelsesform administreres det monoklonale an-
tistof, der er 1 stand til at binde til ICAM-1, til
en patient sammen med et antigen, for at hindre en
efterfolgende inflammationsreaktion. Denne co-

- administrering af et antigen og et ICAM-1-bindende

monoklonalt antistof kan sdledes midlertidigt f& et in-
divid til i det efterfelgende at tolerere udsazttelse
for dette gen.

3. Behandling af kronisk inflammationssygdom.

Eftersom LAD-patienter som mangler LFA-1 ikke
opndr en inflammatorisk reaktion, formodes det at anta-
gonisme af LFA-1's naturlige ligand, ICAM-1 ogsd vil
inhibere inflammatorisk reaktion. Antistoffers evne til
overfor ICAM-1 at inhibere inflammation tilvejebringer
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det grundl®ggende for deres terapeutiske anvendelse ved
behandlingen af kroniske inflammationssygdomme og auto-
immune sygdomme, s&som lupus erythematosus, autoimmune
thyroiditis, ekperimental allergisk encephalomyelitis
5 (EAE) multipel sclerosis, nogle former for diabetes
Reynaud's syndrom, rheumatoid arthritis, osv. De mono-
klonale antistoffer, der er 1 stand til at binde
ICAM-1, kan szdvanligvis anvendes til behandingen af
disse sygdomme, der for tiden behandles gennem steroid-
10 terapi.

4. Diagnostiske og prognostiske anvendelser.
15

Da ICAM-1 oftes eksprimeres pA steder med in-
flammation kan monoklonale antistoffer, der er i stand
til at binde til ICAaM-1, anvendes som et middel til at
beskrive eller visualisere steder med infektion og

20 inflammation hos en patient. Ved en sadan anvendelse
merkes de monoklonale antistoffer detekterbart gennem
anvendelsen af radioisotoper, affinitetsmerker (sasom
biotin, avidin, osv.) fluorescerende markerer, para-
magnetiske atomer, osv. Fremgangsmader til gennemforsel

25 af en sidan mazrkning er velkendt inden for teknikken.
Klinisk anvendelse af antistoffer til diagnostisk
beskrivelse er angivet af Grossman, H.B., Urol. Clin.
North Amer. 13:465-474 (1986)), Unger, E.C. et al.,
Invest. Radiol. 20:693-700 (1985)), og Khaw, B.A. et

30 al., Science 209:295-297 (1980)).

Tilstedevarelsen af inflammationen kan desuden
pavises gennem anvendelsen af bindingsligander,
sasom mRNA, cDNA eller DNA, som binder til ICAM-1-
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gensekvenser eller til ICAM-1-mRNA-sekvenser hos celler

som eksprimerer ICAM-1. Teknikker og gennemferelse af
sddanne hybridiseringspreover er beskrevet af Maniatais,
T. (supra).

Pavisningen af foci af sddanne detekterbart mzr-
kede antistoffer er angivende for et sted med inflamma-
tion eller tumorudvikling. Ved en udferelsesform gen-
nemferes denne underspgelse for inflammation ved at
fjerne vevsprever eller blod og inkubere siddanne prover
i nerverelse af detekterbart merkede antistoffer. Vved
en foretrukken udferelsesform gennemfores denne teknik
pad en ikke-invasiv mdde gennem anvendelse af magnetisk
billedoptagelse, fluorografi, osv. En sadan diagnostisk
test kan benyttes ved overvagning af organtransplanta-
tionsafvishinger for tidlige tegn pa potentiel vavsaf-
visning. S&danne prover kan desuden gennemferes i for-
seg pd at bestemme et individs predilektion for rheuma-
toid arthritis eller andre kroniske inflammationssyg-
domme.

5. Supplement til introduktionen af antigent materiale
administreret til terapeutiske og diagnostiske for-
mal.

Immunreaktioner overfor terapeutiske eller dia-
gnostiske midler, sdsom bovin insulin, interferon,
vavstype-palsminogen-aktivator eller murine monoklonale
antistoffer, svakker i det vasentlige den terapeutiske
eller diagnostiske vardi af sadanne midler, og kan
faktisk fordrsage sygdomme sdsom serumsygdom. En sadan
situation kan afhjzlpes gennem anvendelsen af de om-
handlede antistoffer. Ved denne udferelsesform vil sa-
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danne antistoffer blive administreret sammen med et
terapeutisk eller diagnostisk - middel. Tilsatningen
af antistofferne hindrer modtageren 1 at genkende mid-
let og hindre derfor modtageren i initiering af immun-
reaktion overfor dette. Fraver af en siddan immun-
reaktion ger det muligt for patienten at modtage yder-
ligere administreringer af det terapeutiske eller dia-
gnostiske middel.

FP. Anvendelser af intercellulzr adhazsionsmolekyle-1
(ICAM-1). '

ICAM-1 er en bindingspartner af LFA-1. ICAM-1
eller dets funktionelle derivater kan som sdadan an-
vendes ombytteligt med antistoffer, der er i stand til
at binde til LFA-1, ved behanding af sygdom. I oplest
form kan sa&danne molekyler saledes anvendes til in-
hibering af inflammation, organafvisning, vavsafvis-
ning, osv. ICAM-1 eller dets funktionelle derivater
kan benyttes pd samme mdde som anti-ICAM-l-antistoffer
til at mindske immunogeniciteten af terapeutiske eller
diagnostiske midler.

ICAM-1, dets funktionelle derivater og dets
antagonister kan benyttes til blokering af metastasis
eller proliferation af tumorceller, som eksprimerer
enten ICAM-1 eller LFA-1 p4& deres overflader. En lang
rekke fremgangsmdder kan benyttes til opnaelse af et
sddant mdl. Migreringen af hezmatopoietiske celler krea-
ver f.eks. LFA-1-ICAM-1-binding. En s&dan bindings-
antagonist undertrykker derfor denne migrering og
blokerer metastasis af tumorceller af leukocyt-
herkomst. Toxin-derivatiserede molekyler, der er i
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stand til at binde til enten ICAM-1 eller et medlem af

LFA-1-familien af molekyler kan alternativt administre-
res til en patient. N&r s&danne toxinafledte molekyler
binder til tumorceller, der eksprimerer ICAM-1 eller et
medlem af LFA-l1-familien af molekyler, drzber tilstede-
verelsen af toxinet tumorcellerne, hvorved prolifera-
tion af tumoren inhiberes.

G. Anvendelser af ikke-immunoglobuline antagonister af
ICAM-1-afha&ngig adhzsion.

ICAM-1-afhangig adhzsion kan inhiberes ved ikke-
immunoglobuline antagonister, der er 1 stand til at
binde til ICAM-1 eller LFA-1. Bt eksempel pa en ikke-
immunoglobulin antagonist af ICAM-1, er LFA-1. Et eks-
empel pa en ikke-immunoglobulin antagonist, som binder
til LFA-1, er ICAM-1. Gennem anvendelsen af de oven-
nzvnte prever, kan ikke-immunoglobuline antagonister
yderligere identificeres og renses. Ikke-immunoglo-
buline antagonister af ICAM-l1-afhazngig adhesion kan
benyttes til det samme formal som antistoffer til LFA-1
eller antistoffer til ICAM-1.

H. Administrering af de omhandlede midler.

De terapeutiske virkninger af ICAM-1 kan opnas
ved at forsyne en patient med hele ICAM-l-molekylet el-
ler ethvert terapeutisk aktivt peptidfragment deraf.

ICAM-1 og dets funktionelle derivater kan opnas
enten syntetisk, gennem anvendelsen af rekombinant-DNA-
teknologi eller ved proteolysis. De terapeutiske forde-
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le ved ICAM-1 kan oges gennem anvendelsen af funktio-

nelle derivater af ICAM-1, der indeholder yderligere
tilsatte aminosyrerester, for at eoge koblingen til
bezrere eller oge aktiviteten af ICAM-1. Opfindelsen
omfatter yderligere funktionelle derivater af ICAM-1,
som mangler visse aminosyrerester, eller som 1inde-
holder e&ndrede aminosyrerester, s& lange sadanne
derivater besidder evnen til celluzradhesionspavirk-
ning. ‘

Badde de omhandlede antistoffer og det nazvnte
ICAM-1-molekyle siges at vare "1 det vasentlige uden
naturlig forurening", hvis preparaterne, som indeholder
disse, i1 det vasentlige ikke indeholder materialer, som
normalt og naturligt findes i disse produkter.

Nar man giver en patient antistoffer, eller
fragmenter deraf, der er i stand til at binde til
ICAM-1, eller nar man giver ICAM-1 (eller 1 fragment,
variant eller derivat deraf) til en modtagende patient,
vil dosis af administreret middel variere afhzngigt af
faktorer sasom patientens alder, vegt, hejde, ken,
generel medicinsk tilstand, tidligere medicinsk
historie, osv. Det er sadvanligvis onskeligt at for-
syne modtageren med en dosis antistof, som ligger in-
denfor omradet fra ca. 1 pg/kg til ca. 10 mg/kg
(patientens kropsvagt), skent en mindre eller sterre
dosis kan administreres. Nidr man til en patieht ferer
ICAM-1-molekyler eller deres funktionelle derivater,
foretrekkes det at administrere sadanne molekyler i en
dosis, som ogs& ligger indenfor fra ca. 1 pg/kg til 10
mg/kg (patientens kropsvaegt) skent en mindre eller
sterre dosis ogsd kan administreres.

Som omtalt nedenfor kan den terapeutiske virk-
ningsfulde dosis mindskes, hvis anti-ICAM-l-anti-
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stoffet co-administreres med et anti-LFA-l-antistof.
Som benyttet heri siges to antistoffer (eller deres
funktionelle derivater) at blive co-administreret til
en patient, hvis de har veret administreret til patien-
ten indenfor et tidsrum, sdledes at begge forbindelser
kan pavises i patientens serum.

Bade antistoffet, der er i stand til at binde
til ICAM-1, og ICAM-1 1 sig selv kan administreres til
patienter intravenest, intramuskulart, subkutant, en-
teralt eller parenteralt. Nar antistof eller ICAM-1 ad-
ministreres ved injektionen kan administreringen ske
ved kontinuer infusion, eller ved enkel eller mange
boli. '

Det er med de omhandlede anti-inflammatoriske
midler tilsigtet at give dem til modtagende individer 1
en mengde, der er tilstrakkelig til at undertrykke in-
flammation. En mengde siges at vare tilstrakkelig til
at "undertrykke" inflammation, hvis dosis, administra-
tionsmade, osv af midlet, er tilstrazkkelig til at dempe
eller hindre inflammation.

De omhandlede anti-inflammatoriske midler kan
tilferes enten for eller ved indtrzdelse af inflamma-
tion (for at undertrykke den forventede inflammation)
eller efter start af inflammation.

Et middel siges at vare "farmakologisk accepta-
belt" hvis dets administrering kan tolereres af en
modtagende patient. Et s&dant middel siges at blive
administreret i en "terapeutisk virkningsfuld mangde®”,
hvis den administrerede mengde er fysiologisk signifi-
kant. Et middel er fysiologisk signifikant, hvis dets
tilstedevarelse resulterer i en paviselig @ndring i
fysiologien hos en modtagne patient.

Antistoffet og ICAM-1molekyler kan formuleres 1
overensstemmelse med kendte fremgangsmadder til frem-
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stilling af farmaceutisk nyttige midler, hvor disse ma-
terialer eller deres funktionelle derivater kombineres
i en blanding med en farmaceutisk acceptabel bazrevehi-
kel. Egnede vehikler og deres formulering, herunder
andre humane proteiner, f.eks. humant serum albuminer
beskrevet f.eks. i Remington's Pharmaceutical Scilences
(16. ud., Osol, A., Ed., Mack, Easton PA (1980)). For
at danne et farmaceutisk acceptabelt middel, der er
egnet til effektiv administrering, vil s&danne midler
indeholde en virkningsfuld mengde af anti-ICAM-l-anti-
stof eller ICAM-1-molekyle eller deres funktionelle de-
rivater, sammen med en egnet maengde af et barevehikel.
vderligere farmaceutiske fremgangsmader kan an-
vendes til at kontrollere virkningsvarigheden. Prapara-
ter med kontrolleret frigivelse kan opnis ved anvendel-
sen af polymere til kompleksdannelse eller absorp-
tion af anti-ICAM-l-antistof eller ICAM-1 eller deres
funktionelle derivater. Den kontrollerede tilfersel kan
gennemfores ved at valge passende makromolekyler
(f.eks. polyestere, polyaminosyrer, polyvinyl, pyrroli-
don, ethylenvinylacetat, methylcellulose, carboxymet-
hylcellulose eller protamin, sulfat) og koncentrationen
af makromolekyler samt fremgangsmédderne til inkorpore-
ring, for at kontrollere frigivelse. En anden egnet
fremgangsmdde til at kontrollere virkningsvarighed hos
praeparater med kontrolleret frigivelse er inkorporering
af anti-ICAM-l-antistof eller ICAM-1-molekyler, eller
deres funktionelle derivater, 1 partikler af et poly-
mert materiale, sasom polyestere, polyaminosyrer, hy-
drogeler, poly(mzlkesyre)- eller ethylenvinylacetatco-
polymerer. I stedet for inkorporering af disse midler i
de polymere partikler er det alternativt muligt at oms-
lutte disse materialer 1 mikrokapsler fremstillet
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f.eks. ved coacerveringsteknikker eller ved interfaci-
al polymerisation, f.eks. henholdsvis hydroxymethyl-
cellulose- eller gelatinemikrokapsler og poly(methyl-
methacrylat)mikrokapsler eller i kolloide medikament-
tilferselssystemer, f.eks. liposomer, albumin mikro-
spherer, mikroemulsioner, nanopartikler og nanokapsler
eller i makroemulsioner. S&danne teknikker er beskrevet
i Reminton's Pharmaceutical Sciences (1980).

Opfindelsen belyses nu nzrmere ved hjelp af de
efterfelgende eksempler.

Eksempel 1
- byrkning af pattedyrceller.

De omhandlede EBV-transformerede og hybridoma-
celler opbevaredes sadvanligvis i RMPI 1640 dyrknings-
medium, suppleret med 20 mM L-glutamin, 50 jg/ml genta-
micin og 10% fetal bovin- (eller fetal kalve-) sera. Cel-
lerne dyrkedes ved 37°C i en atmosfare med 5% CO,, 95%
luftfugtighed. '

Til etablering af Epstein-Barr virus-(EBV-)
transformanter inkuberedes 10° T-celle-fattige perifere
mononuklezre blodceller/ml i RPMI 1640 medium, supple-
ret med 20% fetal kalveserum (FCS), og 50 ug/ml genta-
micin i 16 +timer med EBV-holdig supernatant af
B95-8-celler (Thorley-Lawson, D.A. et al., J. Exper.
Med. 146:495 (1977)). Celler i 0,2 ml aliquot anbragtes
1 10 mikrotiter brende. Mediet erstattedes med RPMI
1640 medium (suppleret med 20% fetal kalveserum og
50 ug/ml gentamicin) indtil cellervakst konstateredes.
Cellerne voksede i de fleste brende og ekspanderes 1
det samme medium. Phytohazmagglutinin (PHA)-blaster et-
ableredes ved 10% celler/ml i RPMI 1640 medium
(suppleret med 20% fetal kalveserum) indeholdende en
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1:800 fortynding af PHA-P (Difco Laboratories, Inc.,
Detroit, MI). PHA-linler ekspanderedes med inter-
leukin 2 (IL-2)-konditioneret medium og pulseredes
ugentlig med PHA (Cantrell, D.A. et al., J. Exper. Med.
158:1895 (1983)). Ovennavnte fremgangsmade er angivet
af Springer, T. et al., J. Exper. Med. 160:1901-1918
(1984). Celler opndet gennem ovennavnte fremgangsmade
screenes dernast med anti-LFA-l-antistoffer til be-
stemmelse af hvorvidt de eksprimerer LFA-l-antigenet.
Sédanne antistoffer er angivet af Sanches-Madrid, F.
et al., J. Exper. Med. 158:1785 (1983).

Eksempel 2.
Prever for cellular aggregation og adhzsion.

For at preve udstrzkningen af celluler adhzsion
anvendtes aggregationsprever. De i sddanne prever be-
nyttede cellelinier vaskedes 2 gange med RPMI 1640 me-
dium indeholdende 5 mM Hepes-puffer (Sigma Chemical
Co., St. Louis) og genopslzmmedes til en koncentration
pd 2 x 105 celler/ml. Til fladbundede, 96-brendes
mikrotiterplader (no. 3596; Costar, Cambridge, MA) sat-
tes 50 pl af passende monoklonalt antistof-supernatant
eller 50 upl komplet medium med eller uden rensede
monoklonale antistoffer, 50 pl fuldstendigt medium in-
deholdende 200 ng/ml af phorbolesteren, phorbolmyrista-
tacetat (PMA) og 100 ul celler i en koncentration pa
2 x 10% celler/ml i fuldstendigt medium. Dette gav en
endelig koncentration pad 50 ng/ml PMA og 2 X 10°
celler/brend. Cellerne fik lov -til spontant at saztte
sigqg, og graden af aggregationen registreredes
pad forskellige tidspunkter. Resultater 14 p& fra 0-5+,
hvor 0 indikerer at i det vasentlige ingen celler fand-

tes i klynger; 1+ indikerede at hejst 10% af cellerne
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var 1 aggregater; 2+ indikerede at hojst 50% af celler-
ne var samlet; 3+ 1indikerede at op til 100% af
cellerne var 1 sma, lose klynger; 4+ indikerede at op-
til 100% af cellerne var samlet 1 sterre klynger;
og 5+ indikerede at 100% af cellerne var i store meget
kompakte aggregater. Til opndelse af et mere kvantita-
tivt estimat af celluler adhzsion sattes reagenser og
celler til 5 ml polystyrenrer p& samme mdde som oven-
for. Tuberne anbragtes i1 et stativ pad en rotations-
ryster ved 37°C. Efter en time ved ca. 200 omdr./min.
anbragtes 10 pl cellesuspensionen i et hamocytometer
og antallet af frie celler bestemtes. Procent aggrega-
tion betemtes ved den felgende ligning:

% aggregation = 100 x (1 -

antal frie celler
antal tilferte celler )

Antallet af tilferte celler i ovennavnte formel
er antallet af celler per ml i et kontrolrer, der kun
indeholder celler og fuldstzndigt medium som ikke er
blevet inkuberet. Antallet af frie celler i ovennavnte
ligning svarer til antallet af ikke-aggregerede celler
per ml fra eksperimentalrer. Ovennavnte fremgangsmade
er beskrevet af Rothlein, R., et al., J.Exper. Med.
163:1132-1149 (1986).

Eksempel 3.
LFA-1-afh®ngig celluler aggregation.

Den kvalitative aggregationsprove beskrevet 1
eksempel 2 gennemfortes med anvendelse af den Epstein-
Barr-transformerede cellelinie JY. Vved tilsztning af
PMA til dyrkningsmediet i mikrotiterpladerne observere-
des aggregation af celler. Tidsforkortede videooptagel-
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ser viste, at JY-celler pa bunden af mikrotiterbrendene
var bevagelige og udviste aktiv membrankrusning og
pseudopodiabevagelse. Kontakt mellem nabocellers pseu-
dopodia resulterede ofte 1 celle-celleadhzrence. Hvis
adherence fastholdtes bevegede omradet med cellekontakt
sig til uropodet. Kontakt kunne opretholdes til trods
for kraftige cellebevagelser og cellernes trakken i
forskellige retninger. Den primazre forskel mellem PMA-
behandlede og ubehandlede celler viste sig at vare
stabiliteten af disse kontakter nar de ferst var dan-
net. Med PMA udvikledes klynger af celler, der voksede
i sterrelse efterhidnden som yderligere celler haftedes
til deres periferi.

Som et andet middel til maling af adhzsion be-
nyttedes den kvantitative preve beskrevet i eksempel 2.
Cellesuspensioner rystedes rystedes ved 200 omdr./min.
i 2 timer, overfortes til et hazmocytometer, og celler,
der ikke var i aggregater optaltes. I fravaer af PMA var
42% (standardafvigelse = 20%, N = 6) af JY-cellerne i
aggregater efter 2 timer, medens JY-celler inkuberet
under identiske betingelser med 50 ng/ml PMA havde 87%
(standardafvigelse = 8%, N = 6) af cellerne i aggrega-
ter. Kinetiske studier af aggregation viste at PMA oge-
de hastighedeh og storrelsen pd alle testede tidspunk-
ter (fig. 3).

Eksempel 4.
Inhibering af aggregation af celler

under anvendelse af anti-LFA-l-monoklonale antistoffer.

For at undersege virkningen af anti-LFA-1 mono-
klonale antistoffer pd PMA-induceret celluler aggrega-
tion sattes sddanne antistoffer til celler inkuberet i
overensstemmelse med den kvalitative aggregationspreve




DK 176020 B1

41
fra eksempel 2. De monoklonale antistoffer viste sig

at inhibere dannelsen af celleaggregater enten i nar-
verelse eller fravar af PMA. B&de F(ab’),- og Fab' -
fragmenterne af monoklonale antistoffer var overfor

5 LFA-1's a-kade i stand til at inhibere cellular aggre-
gation. Hvor 1 det vasentlige 100% celler dannede ag-
gregater fraver af anti-LFA-l-antistof viste det sig at
hejst 20% af cellerne var 1 aggregater nadr antistof
tilsattes. Resultaterne af dette forseg er beskrevet af

10 Rothlein, R, et al. (J. Exper. Med. 163:1132-1149
(1986).

Eksempel 5.
Celluler aggregation behsver LFA-l-receptoren.

15 EBV-transformerede lymfoblastoidceller frem-
stilledes fra patienter analogt med metoden beskrevet i
eksempel 1. Sadanne celler underkastedes screening over
for monoklonale antiétoffer, der er 1 stand til at gen-
kende LFA-1 og cellerne viste sig at veare LFA-l-mangel-

20 fulde.

Den kvalitative aggregationspreve beskrevet 1
eksempel 2 anvendtes, idet de ovennzvnte LFA-l-mangel-
fulde celler benyttedes. Siddanne celler var ikke i
stand til spontant at danne aggregater, selv i nar-

25 varelse af PMA.

Eksempel 6
Optagelsen af ICAM-1.

De LFA-l-mangelfulde celler fra eksempel 5 mer-

30 kedes med carboxyfluoresceindiacetat (Patarroyo, M. et
al., Cell. Immunol. 63:237-248 (1981)). De merkede
celler blandedes i1 et forhold pd 1:10 med autologe el-
ler JY-celler, og procentdelen af fluorescein-mzrkede
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celler i aggregatet bestemmes 1 overensstemmelse med

fremgangsmdden af Rothlein, R. et al., J. Exper. Med.
163:1132-1149 (1986). De LFA-l-mangelfulde celler viste
sig at vere 1 stand til at coaggregere med LFA-1
eksprimerende celler (fig. 4).

For at afgere om LFA-1 kun var vigtig ved dan-
nelse af aggregater eller ved deres bevarelse sattes
antistoffer, der er i stand til at binde til LFA-1, til
de ovennzvnte praformede aggregater. Tilsaztningen af
antistof viste sig kraftigt at sprenge den praformede
aggregation. Tidsforkortet videooptagelse bekraftede

at tilsaztningen af de monoklonale antistoffer til pre-
formede aggregater startede sprengning indenfor 2 timer
(Tabel. 1). Efter tilsaztning af monoklonale antistoffer
mod LFA-1, fortsatte pseudopodiale bevagelser og form-
@ndringer hos individuelle celler indenfor aggregatet
uandret. Individuellg celler disassocierede gradvis fra
aggregatets periferi; efter 8 timer var de fleste cel-
ler dispergerede. Ved bagleans kersel af tidsforkortet
videooptagelse viste sprangningen af praformede aggre-
gater med LFA-l-monoklonale antistoffer at vare akviva-
lent med aggregationsprocessen 1 fraver af LFA-1-
monoklonalt antistof. ’
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Tabel 1
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sprange praformede PMA-inducerede JY-celler-aggregater.

Forseg Aggregationsregistrering
18 timer

2_timerd -mAb +mAb

1 4+ 4+ 4P

2 3+ 4+ l1+c

3 54+ 5+ 149

Aggregation i den kvalitative mikrotiter-pladepreve re-

gistreredes visuelt.

preveperioden var aggregationen hgjst 1+.

Med anti-LFA-1 tilstede gennem

8Mmzngden af aggregation lige fer tilsetning af mono- -

-klonalt antistof efter 2 timer.

brsi/i8 + TS1/22.

Crsi/as.
drs1/22.
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Eksempel 7.

Nodvendigheden af divalente ioner
til LFA-l-afhangig aggregation.

LFA-l-afhangige adhasioner mellem cytotoxiske
T-celler og malceller kraver tilstedevarelsen af magne-
sium (Martz, E. J. Cell. Biol. 84:584-598 (1980)).
PMA-induceret JY-celleaggregation testedes for divalent
kationafhzngighed. JY-celler dannede ikke aggregater
(idet preoven fra eksempel 2 benyttedes ) 1 medium
uden calcium- eller magnesiumioner. Tilsatningen af
divalent magnesium understettede aggregation ved
koncentrationer helt ned til 0,3 mM. Tilsatningen af
calciumioner alene havde ringe effekt. Calciumioner
viste sig imidlertid at e@ge magnesiumioners evne til
at understeotte PMA-induceret aggregation. Nar 1,25
mM calciumioner sattes til mediet, viste magnesium-
ionkoncentrationer helt ned til 0,02 mM at stette
aggregationen. Disse data viser at den LFA-1 afhangige
aggregation af celler kraver magnesiumioner, og at
calciumioner, skent de i sig selv er utilstrazkkelige,
kan virke synergistisk med magnesiumioner til at give
mulighed for aggregation.

Eksempel 8
Isoleringen af hybridomaceller, der er i stand til at

eksprimere anti-ICAM-1l-monoklonale antistoffer.
Monoklonale antistoffer, der er i1 stand til at
binde til 1ICAM-1, isoleredes 1 overensstemmelse med
fremgangsmédden af Rothlein, R. et al., J. immunol.
137:1270-1274 (1986). 3 BALC/C-mus immuniseredes intra-
peritonealt med EBV-transformerede perifere blod-
mononuklezre celler fra et LFA-l-mangelfuldt individ
(Springer, T.A. et al., J. Exper. Med. 160:1901
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(1984)). Ca. 107 celler i 1 ml RPMI 1640 medium be-
nyttedes for hver immunisering. Immuniseringerne
administreredes 45, 29 og 4 dage for miltceller fjerne-
des fra musene til produktion af de enskede hybridoma-
cellelinier. P& dag 3 for fjernelsen af miltcellerne
modtog musene yderligere 107 celler i 0,15 ml medium
(intravenest).

Isolerede miltceller fra ovennavnte dyr fusione-
redes med P3X73Ag8.653 myelomaceller i et forhold pa
4:1 1 overensstemmelse med Galfre, G. et al., Nature
266:550 (1977). Aliquoter af de opndede hybridomaceller
introduceredes i 96-~bronde mikrotiterplader.

Hybridomasupernatanterne underkastedes screening for
inhibering af aggregation og én inhiberende hybridoma
(af over 600 testede brende) klonedes og subklonedes
ved gransefortynding. Denne subklon betegnede
RR1/1.1.1 (herefter betegnet "RR1/1").

Moncklonalt antistof RR1/1 viste sig 1 det va-
sentlige at inhibere den LFA-l-eksprimerede celle-
linile JY's PMA-stimulerede aggregation. Det RR1/1-
monoklonale antistof inhiberede aggregation til-
svarende, eller en smule mindre end visse monoklonale
antistoffer til LFA-1-a eller -p-underenheder. Kontrol-
monoklonalt antistof over for HLA, som eksprimeres ri-
geligt pd JY-celler inhiberede i modsaztning hertil ikke
aggregation. Antigenet bundet af monoklonalt antistof
RR1/1 defineres som det intercellulare
adhzsionsmolekyle-1 (ICAM-1).
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Eksempel 9.

Anvendelse af anti-ICAM-l-monoklonale antistoffer til
karakterisering af ICAM-1 molekylet.

For at bestemme ICAM-1's natur og iser hvorvidt
ICAM-1 var forskellig fra LFA-1, immunofazldedes
celleproteiner under anvendelse af monoklonalt anti-
stof RR1/1. Immunoprecipitationen gennemfores i over-
ensstemmelse med fremgangsmadden af Rothlein, R. et al.,
J. Immunol. 137:1270~1274 (1986)). JY-celler lyseredes
ved 5 x 107 celler/ml i 1% Triton X-100, 0,14 m NaCl,
10 mM Tris, pH 8,0, med frisk tilsat 1 mM phenylmethyl-
sulfonylfluorid, 0,2 enheder per ml trypsin-inhibitor-
aprotinin (lysis puffer) i 20 minutter ved 4°C. Lysatet
centrifugeredes ved 10.000 x g 1 10 min. og prazklaredes
med 50 ul af en 50%'s suspension af CNBr-aktiveret,
glycin-quenched Sephrose Cl-4B i1 1 time ved 4°C. 1 ml
lysat immunopracipiteredes med 20 ul af en 50%'s su-
spension af monoklonalt antistof RR1/1 koblet til
Sepharose Cl1-4B (1 mg/ml) natten over ved 4°C
(Springer, T.A. et al., J. Exper. Med. 160:1901 (1984)).
Sepharose-bundet monoklonalt antistof fremstilledes,
idet CNBr-aktivering af Sepharose CL-4B 1 carbonat-
puffer benyttedes, 1 overensstemmelse med fremgangsma-
den af March, S. et al. (Anal. Biochem. 60:149 (1974)).
Vaskede immunoprecipitater underkastedes SDS-PAGE og
selvfarvning i overensstemmelse med fremgangsmaden af
Morrissey, J.H. Anal. Biochem. 117:307 (1981).

Efter eluering af proteiner med SDS-prevepuffer
(Ho, M.K. et al., J. Biol. Chem. 258-636 (1983)) ved
100°C, halveredes proverne og udsattes for elektrofore-
se (SDS-8% PAGE) under reducerende (fig. SA) eller
ikke-reducerende betingelser (fig. 5B). Band med mole-
kylvegte pd 50 kd og 25 kd svarede til de tunge og let-
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te kader af immunoglobuliner fra det monoklonale anti-
stof Sepharose (fig. 5A, bane 3). Varierende mengder af
andre band i 25-50 kd vegtomradet observeredes desuden,
men ikke 1 praecipitater fra lodne leukemiaceller, som
kun gav et 90 kd molekylvaegtbadnd. LFA-1's 177kd a-
underenhed og 95 kg p-underenhed viste sig at migrere
forskelligt fra ICAM-1 under bade reducerende (fig. 5A,
bane 2) og ikke-reducerende (fig. 5B, bane 2) betingel-
ser. -
For at bestemme monoklonalt antistof RR1l/1's
virkning pa& PHA-lymfoblast-aggregation anvendtes den
kvantitative aggregationspreve beskrevet 1 eksempel 2.
T-celle-blastceller stimuleredes sdledes i 4 dage med
PHA, vaskedes grundigt og dyrkedes dernast 1 6 dage
i nerverelse af IL-2 konditioneret medium. PHA viste
sig at blive internaliseret under denne 6 dages dyrk-
ning og bidrog ikke til aggregationspreven. I tre for-
skellige prover med forskellige T-celle-blastpraparat
inhiberedes ICAM-1 monoklonale antistoffer aggregation
ensartet (Tabel 2).
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Tabel 2

Inhibering af PMA-stimuleret PHA-lymfoblast
aggregation af RR1/1 monoklonalt antistof®

DK 176020 B1

Forseg PMA Mab

%
Aggregation Inhibering

1C

+ + + 1+ + o+ o+

+ + 4+ + + +

Kontrol
Kontrol
HLA-A,B
LFA-1-a
ICAM-1

Kontrol
Kontrol
LFA-1-8
ICAM-1

Kontrol

HLA-A,B
LFA-3
LFA-1-a
LFA-1-8
ICAM-1

9
51
58
31
31
10
78
17
50

7
70
80
83

2

3
34

0
-149
39
39

-14

97
96
51

aAggregation af PHA-inducerede lymfoblaster stimuleret
med S0 ng/ml PMA mengdebestemtes indirekte ved mikro-
skopisk tzlling af antallet af ikke-aggregerede celler
som beskrevet i eksempel 2.

bprocent inhibering i1 forhold til celler behandlet med

PMA og X63 monoklonalt antistof.

Caggregation miltes 1 time efter den samtidige til-
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se2tning af monoklonalt antistof og PMA. Celler rystedes

ved 175 omdr./min.

dpt negativt tal indikerer procent aggregationsfor-
ggelse.

©Aggregation maltes 1 time efter den samtidige til-
saztning af et monoklonalt antistof og PMA. Celler
pelleteredes ved 200 x G i 1 min., inkuberedes ved
37°C 1 15 min., resuspenderedes forsigtigt og rystedes
i 45 min. ved 100 omdr./min.

feller prebehandledes med PMA i 4 timer ved 37°C. Ef-
ter at monoklonalt antistof var tilsat inkuberedes reor-
ene ved 37°C station®rt i 20 min. og rystedes ved 75
omdr./min. i 100 min.
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LFA-l-monoklonale antistoffer var konsekvent me-

re inhiberende end ICAM-1-monoklonale antistoffer, hvo-
rimod HLA-A, B og LFA-3 monoklonale antistoffer var
uden virkning. Disse resultater indikerer at af de te-
stede monoklonale antistoffer var kun dem, der var i
stand til at binde til LFA-1 eller ICAM-1, i stand til
at inhibere cellulzr adhzsion.

Eksempel 10
Fremstilling af monoklonalt antistof mod ICAM-1.

Immunisering.- .

En Balb/C mus immunisredes intraperitonealt
(i.p) med 0,5 ml 2 x 10’ JY-celler i RPMI medium 103
dage og 24 dage for fusion. P& 4. og 3. dagen for fu-
sion immuniseredes mus i.p. med 107 celler af PMA-
differentierede U937-celler 1 0,5 ml RPMI medium.

Differentiering af U937-celler.
U937~-celler (ATCC CRL-1593) differentierede ved

~inkubering af disse ved 5 x 105/ml i RPMI med 10% fetal

bovin serum , 1% glutamin og 50 pg/ml gentamyin (fuld-
stendigt medium) indeholdende 2 ng/ml phorbol-12-
myristatacetat (PMA) i1 en steril polypropylenbeholder.
Pa4 3. dagen af denne inkubering fjernedes halvdelen af
volumenet af mediet og erstattedes med frisk, fulstan-
digt medium indeholdende PMA. PA& dag 4 fjernedes cel-
ler, vaskedes og prapareredes til immunisering.

Fusion.
Miltceller fra de immuniserede mus fusioneredes
med P3x63 Ag8.653 myelomaceller i et forhold pd 4:1 i
overensstemmelse med Galfre et al., (Nature 266:550
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(1977)). Efter fusionen udpladedes cellerne i en

96 brendes fladbundet mikrotiterplade med 510 milt-
celler/brend.

Selektion af anti-ICAM-1 positive celler.

Efter én uge underkastedes 50 ul supernatant
screening ved den kvalitative aggregationspreve ifeolge
eksempel 2, idet bade JY og SKW-3 benyttedes som
aggregerende cellelinier. Celler fra supernatanter,
der inhiberer JY-celleaggregation, men ikke SKWw-3,
udvalgtes og klonedes to gange under anvendelse af

. begrensende fortynding.

Dette forseg resulterede 1 identifikationen
og kloningen af tre separate hybridomalinier, som
frembragte ‘anti-ICAM-1-monoklonale antistoffer.
Antistofferne produceret af disse hybridomalinier var
henholdsvis I1gG,,. IgG,, og IgM. Hybridomacellelinien,
som producerede IgG,, anti-ICaM-l-antistoffet til-
deles betegnelsen R6 5 D6 E9 B2. Antistsoffet produce-
ret af den foretruken hybridomacellelinie betegnedes
R6 5 D6 E9 B2 (herefter omtalt som "R6-5-Dé6").
Hybridomacellelinie R6 5 D6 E9 B2 deponeredes hos the
American Type Culture Collection den 30. oktober 1987
og fik tildelt betegnelsen ATCC HB $580.

Eksempel 11
Ekspressionen og reguleringen af ICAM-1.

For at male ICAM-l-ekspressionen udvikledes
en radioimmunpreve. I denne preve ioderedes renset
RR1/1 under anvendelse af iodogen til en specifik
aktivitet p& 10 uCi/pg. Endotelceller dyrkedes {1
96 brendes plader og behandledes som beskrevet
for hvert forseg. Pladerne afkeledes til 4°C ved an-
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bringelse i et koldt rum i 0,5-1 time, ikke direkte

pad 1is. Monolagene vaskedes 3 gange med kolde, fuld-
stendige medier og inkuberedes dernzst 30 min. ved 4°C
med 1251 Rmri/1. Monolagene vaskedes dernzst 3 gange
med fuldstendige medier. Det bundne 1251 frigjordes
under anvendelse af 0,1 N NaOH og taltes. Den specifik-
ke aktivitet af 125I RR1/1 indstilledes, ved hjalp af
ikke-merket RR1/1, til opndelse af et linart signal in-
denfor de antigentztheder man stoter pd under dette
studium. Ikke-specifik binding bestemtes i narverelse
af et tusind gange overskud af ikke-mzrket RR1/1 og
substraheredes fra den totale binding til opnaelse af
den specifikke binding.

ICAM-1-ekspression, malt under anvendelse af
ovennavnte radioimmunpreve, oges pa& humane umbilical-
vene-endotelceller (HUVEC) og humane saphenevene-
endotelceller (HSVEC) af IL-1, TNF, LPS og IFN-y (Tabel
3). Saphenevene-endotelceller anvendtes i dette studium
til bekrzftelse af resultaterne fra umbilicalvene-
endotelceller i dyrkede store vene-endotelceller fra
fuldt udviklet vav. Den basale ekspression af ICAM-1
er 2 gange hejere pa saphenevene-endotelceller end
pa umbilicalevene-endotelceller. Udsattelse af
umbilicalvene-endotelcelle . for rekombinant-IL-1-
a, IL-1-f og TNF-y eger ICAM-l-ekspression 10-20 gange.
IL-1-a, TNF og LPS var blandt de mest potente inducere
og IL-1 var mindre potent p& en vagtbasis og desuden
ved metningskoncentrationer for respons (Tabel 3).
IL-1-p ved 100 ng/ml ogede ICAM-l-ekspression 9 gange
pa HUVEC og 7,3 gange p& HSVEC med halv-maksimal egning

- forekommende ved 15 ng/ml. rTNF ved 50 ng/ml ogede

ICAM-1-ekspressionen 16 gange pd HUVEC og 11 gange pa
HSVEC med halv-maksimale virkninger ved 0,5 ng/ml.
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Interferon-y frembragte en signifikant egning i

ICAM-1-ekspression pad 5,2 gange pa HUVEC eller 3,5
gange pd HSVEC ved 10.000 U/ml. virkningen af LPS ved
10 ug/ml var af tilsvarende storrelsesorden som rTNF.
5 Parvise kombinationer af disse mediatorer resulterede i
yderligere eller 1idt mindre end yderligere virkninger
pa ICAM-1 ekspression (Tabel 3). Kryds-titrering af
rTNF med rIL-1-f eller rIFN-y viste ingen synergisme
mellem disse ved suboptimale eller optimale koncentra-
10 tioner.

Eftersom LPS egede ICAM-l-ekspression pa endo-
telceller 1 koncentrationer, der somme tider findes 1
dyrkningsmedier, undersegtes den mulighed at den basale
ICAM-1-ekspression kan skyldes LPS. Nar adskillige

15 serumbatches testedes viste det sig, at lav endotoxin-
serum gav lavere ICAM-l-basal-ekspression ved 25%. Alle
de herli angivne resultater var for endotelceller dyr-
ket 1 lav endotoxinserum. Inkluderingen af det LPS-
neutraliserende antibiotikum polymyxin B ved 10 ug/ml

20 mindskede imidlertid kun ICAM-l-ekspressionen yderlige-
re 25% (Tabel 3). @gningen i ICAM-l-ekspresion ved be-
handling med IL-1 eller TNF pavirkedes ikke ved nar-
verelse af 10 ug/ml polymyxin B, som er i overensstem-
melse med de lave endotoxinkoncentrationer 1 disse

23preparater (Tabel 3). '
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Tabel 3
Anti-ICaM-l-monoklonale antistoffer.

5_ Tilstand (16 timer) 1254 Specifik bundet (CPM)
HSVEC A HSVEC
fkontrol 603 4 11 . 1132 & 31
"100 ng/ml rIL-1 beta . 5680 + 633 9x 8320 + 766
10§50 ng/ml rIL-1 alpha 9910 + 538 16x -
50 ng/ml rTNF alpha 9650 + 1500 16x 12690 + 657
10 ng/ml LPS 9530 + 512 16x 10459 + 388
10 ng/m] rIFN gamma 3120 + 308 5.2x 4002 + 664
{rIL-1 beta + rINf 1 1469 + 1410 24x 16269 & 660
rilL-1 beta + LPS 13986 + 761 23x 10870 + 805
15 jrIL-] beta + rIFN gamma | 7849 + 601 13x 8401 + 390
rTNF + LPS : 15364 + 1241 24x 16141 + 1272
rTNF + rIFN gamma -1 13480 + 1189 22x 13238 + 761
LPS + JFN gamma 10206 + 320 17x 10987 + 668
polymyxin B (10 pg/m'l) 480 + 23 - -
polymyxin B + rlL-] |5390 + 97 11x -
20 [polymyxin B + rTNF 19785 + 389 20x -
1 pg/ml LPS ‘7598 + 432 13x -

polymyxin B + LPS iSlO + 44 1.1x

Opregulering af ICAM-l-ekspression pd HVEC og HSVEC-
25 HUVEC eller HSVEC podedes i plader med 96-brende ved

en 1:3 fra et flydende monolag og fik lov til at gro

til sammenleb. Cellerne behandledes dernzst med de

angivne materialer eller medier 1 16 timer, og RIA

som ved fremgangsmdder. Alle punkter gennemfortes 4
30 gange.

7.3x

11.2x ,
35x
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Eksempel 12
Kinetik af interleukin 1 og y-interferon-

induktion af ICAM-1.

Kinetikken af interleukin 1 og y-interferon-
virkninger pad ICAM-1l-ekspression pd& dermale fibro-
blaster bestemtes under anvendelse af den 1251 gede-
anti-muse-IgG-bindingspreve af Dustin, M.L. et al.
(J. Immunol. 137:245-254 (1986). Til gennemforelse af
denne bindingspreve, dyrkedes humane, dermale fibrobla-
ster 1 en 96-brendes mikrotiterplade til en tzthed pa
2-8 x 10% celler/brend (0,32 cm?). Cellerne vaskedes 2
gange med RPMI 1640 medium suppleret som beskrevet i
eksempel 1. Cellerne vaskedes yderligere en gang med
Hanks balancerede saltoplesning (HBSS), 10 mM HEPES,
0,05% NaN; og 10% varmeinaktiveret fetal bovin serum.
vaskning med denne bindingspuffer gennemfertes ved 4°C.
Til hver brend sattes 50 ul af ovennazvnte bindingspuf-
fer og 50 ul af den passende hybridoma-supernatant med
X63 og W6/32 som henholdsvis de negative og positive
kontroller. Efter inkubering i 30 minutter ved 4°C un-
der forsigtig omrering vaskedes brendene to gange med
bindingspuffer, og det andet antistof 12F":!;-gede—anti—
muse-IgG, tilsattes ved 50 nCi i 100 ul. lzsI-gede-,
anti-muse-antistoffet fremstilledes under anvendelse af
Iodogen (Pierce) 1 overensstemmelse med fremgangsmaden
af Fraker, P.J. et al. (Biochem. Biophys. Res. Commun.
80:849 (1978)). Efter 30 min. ved 4°C vaskedes brondene
to gange med 200 pl bindingspuffer og cellelaget ople-
stes ved tilsetning af 100 yl 0,1 N NaOH. Dette og en
100 ul vask taltes i1 en Beckman 5500 y-counter. Det
specifikke antal counts per min. beregnedes som [cpm
med monoklonalt antistof]-[cpm med x63]. Alle trin,
herunder induktion med specifikke reagenser, gennemfor-
tes 4 gange. '
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Virkningen af interleukin 1 med en halverings-

tid for ICAM-1-induktion p& 2 timer var hurtigere end
virkningen af y-interferon med en halveringstid pa 3,75
timer (fig. 6). Tidsforlebet til returnering til reste-
rende koncentrationer af ICAM-1 viste sig at vare af-
hengig af cellecyklusen eller hastigheden af celle-
vakst. I hvilende celler er interleukin 1 og vy-
interferonvirkninger stabile 1 2-3 dage, hvorimod
ICAM-1l-ekspressionen afbildet som logfasekulturer er
nezr grundlinien 2 dage efter fjernelsen af disse indu-
cerende midler.

Dosis-responskurver for induktionen af ICAM-1
ved rekombinant muse- og human interleukin 1 og for
rekombinant human y-interferon er vist 1 fig. 7. vy-
interferon og interleukin 1 viste sig at have ens
koncentrationsafhengigheder med nzsten identiske vir-
kninger ved 1 ng/ml. Humant og rekombinant muse-inter-
leukin 1 havde desuden ens kurver, men er mindre vir-

. kningsfulde end human interleukin 1l-praparater ved

inducering af ICAM-1l-ekspression.

Cyclohexamid, en inhibitor for proteinsyntese,
og actinomycin-D, en inhibitor for mRNA-syntese, op-
hzver virkningerne af b&de interleukin 1 og y-inter-
feron pd ICAM-l-ekspression p& fibroblaster (Tabel 4).
Tunicamycin, en inhibitor for N-bundet glycosylering,
inhiberede yderligere kun interleukin 1l-virkningen
med 43%. Disse resultater indikerer at protein- og
mMRNA-syntese, men ikke N-bundet glycosylering er ned-
vendig for interleukin 1- og y-interferon-stimulerede
egninger i ICAM-1l-ekspression.
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TABEL 4

virkninger af cycloheximid, actinomycin D og tunica-
mycin pd ICAM-1-induktion med IL-1 og y-IFN pd humane,
dermale fibroblaster?@.

1251 Ged—Anti-Mﬁs IgG

—Specifi kt bundet (cpm)

Behandling | anti-1CAM-]1 —  anti-HLA-A,B.C
Kontrol (4 timer) 1524 + 140 . 11928 + 600

+ cycloheximid.. 1513 + 210 10678 + 471

+ actinomycin D 1590 + 46 12276 + 608

+ tunicamycin 1461 + 176 12340 + 940
IL 1 (10 U/m)) (4 timer) 4264 + 249 12155 4 510°

+ cycloheximid - 1619 + 38] 12676 + 446

+ actinomycin D 1613 + 88 12294 + 123

+ tunicamycin 3084 + 1_13 13434 + 661
IFN-y (10 U/ml) (18 timer) 4659 + 109 23675 + 500

+ cycloheximid - : 1461 + 59 10675 + 800

+ actinomycin D 1326 + 186 12089 + 550

8Humane fibroblaster dyrkedes til en t®thed p& 8 x 104
celler/0,32 cm? brend. Behandlinger gennemfortes i et
slutvolumen pd 50 ul indeholdende de angivne reagenser.
Cycloheximid, actinomycin D og tunicamycin tilsattes
i henholdsvis 20 ug/ml, 10 uM ‘og 2 pg/ml samtidig med
cytokinerne. Alle punkter er middelverdier fra fire
bonde + standardafvigelse.
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Eksempel 13

ICAM-1's vavsfordeling.

Histokemiske studier gennemfeortes pd frossen vav
fra menneskeorganer til bestemmelse af fordelingen af
ICAM-1 1 thymus, 1lymfeknuder, tarm, hud, nyrer og
lever. Til gennemfersel af en sddan analyse fikserede
frosne vavsstykker (4 um tyk) af normalt, humant vav i
acetone 1 10 min. og farvedes med det monoklonale anti-
stof RR1/1 ved en immunoperoxidaseteknik, under anven-
delse af avidin-bioctin-kompleksmetoden (Vector Labora-
tories, Burlingame, CA) beskrevet af Cerf-Bensussan, N.
et al. (J. Immunol. 130:2615 (1983)). Efter inkubering
med antistoffet, inkuberedes stykkerne fortlebende med
biotinylerede heste-anti-muse-IgG og avidin-
biotinylerede peroxidasekomplekser. Stykkerne dyppedes
til sidst i en oplesning indeholdende 3-amino-9-ethyl-
carbazol (Aldrich Chemical Co., Inc., Milwaukee, WI)
til udvikling af en farvereaktion. Stykkerne fikseredes
dernest 1 4% formaldehyd i 5 min. og modfarvedes med
hematoxylin. Kontroller omfattede stykker inkuberet med
ikke-relaterede monoklonale antistoffer 1 stedet for
RR1/1-antistoffet. '

ICAM-1 viste sig at have en fordeling, der i
det vasentlige er 1lig med den hos storstedelen af
histokompatibilitetskompleks (MHC) klasse II antigener-
ne. De fleste blodkar (bade sma og store) i alt vav
viste farvning af endotelceller med ICAM-l-antistof.
Den vaskulere endotelfarvning var mere intens i de
interfollikulere (paracorticale) omrader i lymfeknuder,
tonsiler og Peyer's “"patches"™ 1 sammenligning med
kar 1 nyre, lever og normal hud. I leveren var farvnin-
gen 1 det vasentlige begranset' til sinusformede be-
kladningsceller; hepatocytterne og endotelcellerne,
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som indvendigt beklader de fleste portalvener, og arte-

rierne var lkke farvede.

I thymusmarven observeredes difus farvning af
store celler og et dentritisk farvningsmenster. I cort-
ex var farvningsmensteret focalt og i1 det vesentlige
dentritisk. Thymocytter var ikke farvede. I det éerife-
re lymfoide vev var de sekundere lymfoide folliklers
germinale centerceller intenst farvede. I nogle lymfoi-
de follikler var farvningsmenstret 1 det vasentlige
dentritisk uden genkendelig farvning af lymfocytter.
Der observeredes desuden svag farvning af celler i
kappezonen. Dendritiske celler med cytoplasmiske ud-
strakninger (interdigiterende reticulumceller) og et
lille antal 1lymfocytter i de interfollikulere eller
paracorticale omrader var yderligere farvet med ICAM-1-
bindingsantistof.

Celler, der 1lignende makrofager var farvet i
lymfeknuderne og tyndtarmens lamina propria. Fibro-
blast-lignende celler (spindelformede celler) og den-
dritiske celler spredt i stroma og de fleste af de
undersogte organer farves med ICAM-l—bihdingsanti-
stoffet. Der konstateredes ingen farvaing 1 de
Langerhanske/indeterminante celler 1 epidermis. Der
konstateredes ingen farvning i glat muskelvav.

Farvningen af epitelceller kunne tilsvarende ses
1 tonsilernes mucosa. Skent hepatocytter, galdekanal-
epitelium, intestinale epitelceller og rerformede epi-
telceller i1 nyrer i de fleste tilfelde ikke farves,
viste stykker af normal nyrevav, opndet fra et nephrek-
tomisk stykke med nyrecellecarcinoma, farvning af mange
proximale rerformede  celler for ICAM-1. Disse reor-
formede epitelceller farves desuden med et anti-HLA-
DR-bindingsantistof.
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Summarisk , eksprimeres ICAM-1 pa ikke-hemato-
poietiske celler, sd&som vaskulazre endotelceller og
pd h=zmatopoietiske celler, sé&som vavsmakrofager og
mitogen-stimulerede T-lymfocytbaster. ICAM-1 viste sig
at blive eksprimeret i sm3d mengder pd perifere blod-
lymfocytter.

Eksempel 14
Rensningen af ICAM-1 ved monoklonal antistof
affinitetschromatografi

Generelt rensningsskema.

ICAM-1 rensedes fra humane celler eller vav un-
der anvendelse af monoklonalt antistof affinitetschro-
matografi. Monoklonalt antistof, RRI/1l, reaktivt over-
for ICAM-1 rensedes ferst og kobledes til en inert ko-
lonnematrix. Dette antistof er beskrevet af Rothlein,
R et al. J. Immunol. 137:1270-1274 (1986), og Dustin,
M.L. et 2l. (J. Immunol. 137:245 (1986). ICAM-1 solubi-
liseredes fra cellemembraner ved lysering af cellerne
i et ikke-ionisk detergent, Triton X-100, nzr en neu-
tral pH-verdi. Cellelysatet indeholdende oplest ICAM-1
dernzst gennem prazkolonner bestemt til fjernelse af

~ materialer, der binder ikke-specifikt til kolonnema-

trixmaterialet, og dernzst gennem den monoklonale
antistof-kolonnematrix, der gor det muligt for ICAM-1
at binde til antistoffet. Antistofkolonnen vaskedes
dernzst med en serie af detergentvaskepuffere med
stigende pH-vardi op til pH 11,0. Under disse vasknin-
ger forblev ICAM-1 bundet til antistofmatrixen, medens
ikke-bindende og svagt bindende forurenende materialer
fjernedes. Det bundne ICAM-1 elueredes'dernest speci-
fikt fra kolonnen ved tilfersel af en detergentpuffer
pa pH 12,5.
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Rensning af monoklonalt antistof RR1/1 og covalent kob-
ling til Sepharose CL-4B.

Det anti-ICAM-1 monoklonale antistof RR1/1 ren-
sedes fra ascitesvaske fra hybridoma-bzrende mus, el-
ler fra hybridoma-kultursupernatanter ved standard-
teknikker for ammoniumsulfatudfzldnings- og protein A-
affinitetschromatografi (Ey et al., Immunochem. 15:
429 (1978)). Det rensede IgG, eller rotte-IgG (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) kobledes covalent til
Sepharose CL-4B (Pharmacia, Upsala, Sverige) under an-
vendelse af en modifikation af fremgangsmiden af
March et al. (Anal. Biochem. 60:149 (1974)). Kort for-
talt vaskedes Sepharose CL-4B 1 destilleret vand,
aktiveret med 40 mg/ml CNBr i 5 M K, HPO, (pPH ca. 12) 1
5 min. og vaskedes dern®st ekstensivt med 0,1 mM HCl
ved 4°C. Det filtrerede, aktiverede Sepharose resuspen-
deredes med en tilsvarende mengde renset antistof
(2-10 mg/ml 1 0,1 M .NaHCO3, 0,1 M NaCl). Suspensionen
inkuberedes i 18 timer ved 4°C under nznsom "end-over- '
end®"-rotation. Supernatanten kontrolleredes dernast for
ubundet antistof ved absorbans ved 280 nm, og resteren-
de reaktive steder pa aktiveret Sepharose blev mzttet
ved tilsztning af glycin til 0,05 M. Koblingsvirknings-
graden var sadvanligvis over 90%.

Detergentsolubilisering af membraner fremstillet ud

fra human milt.

Alle fremgangsmdder gennemlfertes ved 4°C. Fros-
sen, human milt (200 g fragmenter) fra patienter med
harcelleleukemi opteedes pad is 1 200 ml Tris-saltop-
lesning (50 mM Tris, 0,14 M NaCl, pH 7,4 ved 4°C) inde-
holdende 1 mM phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), 0,2
U/ml aprotinin og 5§ mM iodacetamid. Vavet blev skaret
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1 smd stykker og homogeniseret ved 4°C med en Tekmar

power homogenisator. Voluminet ogedes dernsst til 300
ml med Tris-saltoplesning, og 100 ml 10% Tween 40
(polyoxyethylensorbitanmonopalmitat) i Tris-
saltoplesning tilsattes til opndelse af en endelig kon-
centration pd 2,5% Tween 40.

Til fremstilling af membraner, ekstraheredes
homogenatet med tre slag fra en Dounce eller, mere.
foretrukket, en Teflon Potter Elvejhem homogenisator
og centrifugeredes dernast ved 1000 x g i 15 min.
Supernatanten bevaredes og pelleten reekstraheredes med
200 ml 2,5% Tween 40 i Tris-saltoplesning. Efter cen-
trifugering ved 1000 x g i 15 min., samledes superna-
tanterne fra begge ekstraktioner og centrifugeredes ved
150.000 x g 1 1 time til pelletering af membranerne.
Membranerne vaskedes ved genoplesning i 200 ml Tris-
saltoplesning, centrifugeredes ved 150.000 x g i 1 ti-
me. Membranpelleten genopslammedes i1 200 ml Tris-salt-
oplesning og homogenisteredes med en motoriseret homo-
genisator og en teflonsteder indtil suspensionen var
jevnt grumset. voluminet ogedes dernazst til 900 ml med
Tris-saltoplesning og N-lauroylsarcosin tilsattes til
en slutkoncentration pad 1%. Efter omrering ved 4°C i 30
min. fjernedes uopleseligt materiale i1 detergentlysatet
ved centrifugering ved 150.000 x g i 1 time. Triton
X-100 sattes dernast til supernatanten til en slutkon-
centration pd 2%, og lysatet omrortes ved 4°C 1 1
time.

Detergentsolubilisering af JY B-lymfoblastoidceller.
Den EBV-transformerede B-lymfoblastoidcelle-

linie JY dyrkedes i RPMI-1640 indeholdende 10% fetal

kalveserum (FCS) og 10 mM HEPES til en t®thed pé&
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ca. 0,8-1,0 x 10° celler/ml. For at oge celle-

overfladeekspressionen af ICAM-1 sattes phorbol-12-

myristat-13-acetat (PMA) i 25 ng/ml 8-12 timer for

hest af cellerne. Natriumvanadat (50 uM) sattes desudenl
til kulturerne pd dette tidsrum. Cellerne pelleteredes

ved centrifugering ved 500 x g 1 10 min., og vaskedes

2 gange i Hank's balanceredes saltoplesning (HBSS) ved

genopslamning og centrifugering. Cellerne (ca. 5 g per

5 1 kultur) lyseredes i S0 ml lysispuffer (0,14 M NaCl,

50 mM Tris pH 8,0, 1% Triton X-100, 0,2 U/ml aprotinin,

1 mM PMSF, 50 uM natriumvandat) under omrering ved

4°C 1 30 min. Ikke-lyserede kerner og uoplsseligt mate-

riale fjernedes ved centrifugering ved 10.000 x g 1
15 min. efterfulgt af centrifugering af supernatanten
ved 150.000 x g 1 1 time og filtrering af supernatanten
gennem Whatman 3 mm filterpapir.

Affinitetschromatoqgrafi af ICAM-1 til strukturunder-
spgelser.

Til rensning i stor skala af ICAM-1, som skal
benyttes ved strukturstudier, benyttedes en kolonne med
10 ml RR1/1-Sepharose CL-4B .(koblet ved 2,5 mg
antistof/ml gel), og to 10 ml prz-kolonner med CNBr-
aktiveret, glycin-quenched Sepharose CL-4B, og rotte-
IgG koblet til Sepharose CL-4B (2 mg/ml) benyttedes.
Kolonnerne blev serieforbundet og pre-vasket med 10
kolonne-voluminer lysispuffer, 10 kolonnevoluminer puf-
fer pa pH 12,5 (50 mM triethylamin, 0,1% Triton X-100,
pPH 12,5 ved 4°C, efterfulgt af ligevagtsindstilling med
10 kolonnevoluminer lysispuffer. En liter af detergent-
lysat af human milt tilfortes med en stremhastighed pa
0,5-1,0 ml per min. De to pra-kolonner benyttedes til
fjernelse af ikke-specifikt bindingsmateriale fra lysa-
tet for passage gennem RR1l/1-Sepharose-kolonnen.
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Efter tilsaztningen vaskedes RR1l/1-Sepharose-
kolonnen og bundet ICAM-1 fortlebende med en strom-
hastighed pd 1 ml/min. med mindst 5 kolonnevoluminer
af hver af de efterfelgende: 1) lysispuffer, 2) 20 mM
Tris pH 8,0/0,14 M NaCl/0,1% Triton X-100, 3) 20 mM
glycin pH 10,0/0,1% Triton X-100, og 4) 50 mM tri-
ethylamin pH 11,0/0,1% Triton X-100. Alle vaskpuffere
indeholdt 1 mM PMSF og 0,2 U/ml aprotinin. Efter vas-
kningen elueredes det resterende bundne ICAM-1 med
5 kolonnevoluminer elueringspuffer (50 mM triethyl-
amin/0,1% Triton X-100/pH 12,5 ved 4°C) med en strom-
ningshastighed p& 1 ml/3 min. Det eluerede ICAM-1 op-

‘samledes 1 1 ml fraktioner og neutraliseredes straks

ved tilsetning af 0,1 ml 1 M Tris, pH 6,7. Fraktionerne
indeholdende ICAM-1 identificeredes ved SDS-polyacryl-
amidelektroforese af 10 ul aliquoter (Springer et al.,
J. Exp. Med. 160:1901 (1984)), efterfelgt af selvfarv-
ning (Morrissey, J.H., Anal. Biochem. 117:307 (1981)).
Under disse betingelser var mezngden af ICAM-1 elueret
i ca. 1 kolonnevolumen mere end 90% rent bedemt ud fra
selvfarvede elektropherogrammer (en lille mazngde IgG,
udvasket fra affinitetsmatrixen, var den stoerste for-
urener). Fraktionerne indeholdene ICAM-1 samledes i en
pulje og koncentreredes ca. 20 gange ved hjzlp af
Centricon-30-mikrokoncentratorer (Amicon, Danvers,
MA). Det rensede ICAM-1 mengdebestemtes ved Lowry-
proteinpreve af en ethanol-przcipiteret aliquot fra
puljen: Ca. 500 ug rent ICAM-1 produceredes ud fra
200 g human milt.

Ca. 200 ug renset ICAM-1 udsattes for en
andentrins rensning ved praparativ SDS-polyacrylamid-
gel-elektroforese. BAndet, der reprasenterer ICAM-1,
blev gjort synligt ved gennembledning af gelen i 1 M
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KCl. Det gelomrddet som indeholdt ICAM-1 blev dernast
udskaret og elektroelueret i overensstemmelse med frem-
gangsmdden af Hunkapiller et al., Meth. Enzymol. 91:
227-236 (1983). Det rensede protein var mere end 98%
5 rent bedemt ved SDS-PAGE og selvfarvning.

Affinitetsrensning af ICAM-1 til funktionelle studier.
ICAM-1 til anvendelse i funktionelle studier
rensedes fra detergentlysater af JY-celler som be-
10 skrevet ovenfor, men i mindre mldlestok (en 1 ml kolonne
af RR1/1-Sepharose) og med felgende modifikationer.
Alle oplesninger indeholdt S0 uM natriumvanadat. Efter
vaskning af kolonnen med pH 11,0-puffer indeholdende
0,1% Triton X-100, vaskedes kolonnen igen med fem

15 kolonnevoluminer af den samme puffer indeholdende
1% n-actyl-p-D-glucopyranosid (octylglucoéid) 1 stedet
for 1,0% Triton X-100. Octylglucosid-detergentet
fortrenger Triton X-100 bundet til ICAM-1 og modsat
Triton X-100 kan det senere fjernes ved dialyse.

20 1CAM-1 elueredes dernast med pH 12,5-puffer indeholden-
de 1% octylglucosid i stedet for 0,1% Triton X-100, og
analyseredes og koncentreredes som beskrevet ovenfor.

Eksempel 15
25 ' Karakteristika af renset ICaM-1.

ICAM-1 reénset fra human milt migrerer i SDS-
polyacrylamid-geler som et bredt ba&nd med M, p& 72.000
til 91.000. ICAM-1 renset fra JY-celler migrerer ogsa
som et bredt band med M, pd 76.500 til 97.000. Disse M,

301igger indenfor det angivne omrdde for ICAM-1 immuno-
pracipiteret fra forskellige cellekilder: M/ =90.000
for JY-celler, 114.000 pd den myelomonocytiske celleli-
nie U937 og 97.000 pa& fibroblaster (bustin et al., J.
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Immunol. 137:245 (1986)). Dette brede omradde i M, til-
skrives en extensiv, men variabel grad af glyco-
sylering. Den ikke-glycosylerede precursor har en M, pa'
55.000 (Dustin et al.). Proteinet renset enten fra
JY-celler eller human milt bevarer dets antigene virk-
ning som godtgeres af dets evne til at genbinde til den
oprindelige affinitetskolonne og ved immunoprazcipita-
tion med RR1/1-Sepharose og SDS-polyacrylamidelektro-
forese. '

Til fremstilling af peptidfragmenter af ICAM-1
reduceredes ca. 200 ug med 2 mM dithiothreitol/2% SDS,
efterfulgt af alkylering med 5 mM iodeddikesyre.
Proteinet udfzledes med ethanol og genoplestes i 0,1
M NH,CO3/0,1 mM CaCl,/0,1% zwittergent 3-14 (Calbio-
chem), og underkastedes digestion med 1 vagt% trypsin
ved 37°C i 4 timer, efterfulgt af yderligere digestion
med 1% trypsin i 12 timer ved 37°C. De tryptiske pepti-
der rensedes ved omvendt-fase HPLC under anvendelse af
en 0,4 x 15 cm C4-kolonne (Vydac). Peptiderne elueredes
med en linear gradient pd 0% til 60% acetonitril i 0,1%
trifluoreddikesyre. Udvalgte peptider underkastedes

sekvensanalyse pa en gasfasemikrosekvenator (Applied
Biosystems). Sekvensinformationen opndet fra dette
studium er vist i Tabel S.
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Tabel 5
Aminosyresekvenser af ICAM-1-tryptiske peptider.

Amino- Peptid

syre- ‘

rest 503 50b 46a 46b X 45 K AR J U O M}
1 [T/V) A (VA) E VYV S L E A L V L
2 F S Q P - E F N L 6 L T L/
3 L | O | A L P P D S & L P/(O6)
& 1 s F A A T L Vv 1 P
5 v L P P P V R L E G/Y
6 Y 6 L L K T PV 1 N/L
7 P LI P V Y Q T P (N) .
8 T P 1 1 /1 6 6 C PV (Q)
9 S F 6 6) L - - t § K (E)
10 E 3 QQ - D & 1 (D)
11 A S bbp K S L S :
12 6/S v v ¢ F F
13 A T b Q@ S ¢t D
14 6 v ¥ vL A - Q
15 1 K T P
16 S K
17 A
18 P
20 2
2] g

) = Lav konfidenssekvens.
] = Meget lav konfidenssekvens. 4
/ = Indikerer flertydelighed i sekvensen; den mest
sandsynelige aminosyre er angivet ferst.
a = Sterre peptid.
b = Mindre peptid.
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Eksempel 16
Kloning af ICAM-l-genet.

Genet for ICAM-1 kan klones under anvendelse af
en lang rakke fremgangsmdder. F.eks. kan amino-
syresekvensinformationen, ~opndet gennem sekvenseringen
af de tryptiske fragmenter af ICAM-1 (Tabel 5), benyt-
tes til identificering af en oligonucelotidsekvens,
som vil svare til ICAM-1-genet. ICAM-l1-genet kan alter-
nativt klones under anvendelse af anti-ICAM-l-antistof
til detektering af kloner, som producerer ICAM-1.

Kloning af genet for ICAM-1 gennem anvendelsen af
oligonucleotidprober.
. Under anvendelse af den gentiske kode (Watson,
J.D., In: Molecular Biology of the Gene, 3. udg. Ed.,
W.A. Benjamin, Inc., Menlo Park, CA (1977)), kan et el-
ler flere forskellige oligonucleotider identificeres,
som hver isazr vil vere i1 stand til at kode for de ICAM-
1 tryptiske peptider. Sandsynligheden for at et sarligt
oligonucleotid i virkeligheden udger den aktuelle ICAM-
l-kodende sekvens kan estimeres ved betragtning af
abnorme baseparforhold og hyppigheden med hvilken et
serligt codon faktisk benyttes (for at kode for en
serlig aminosyre) i eukaryotiske celler. Sadanne "codon
kutymeregler" er angivet af Lathe, R., et al., J.
Molec. Biol. 183:1-12 (1985). Ved anvendelse af "codon
kutymereglerne"® af Lathe, identificeres et enkelt
oligonucleotid, eller et sat af oligonucelotider,
som indeholder en teoretisk "mest sandsynlig" nucleo-
tidsekvens (dvs. den nucleotidsekvens, der har det
mindste overskud), som er i stand til at kode for
de ICAM-1 tryptiske peptidsekvenser.

Oligonucleotidet eller sazttet af oligonucleoti-
der, der indeholder den teoretiske "mest sandsynlige"
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sekvens, der er i stand til at kode for ICAM-1 fragmen-
terne benyttes til identificering af sekvensen af et
komplementart oligonucleotid eller szt af oligonucleo-
tider, som er i stand til at hybridise den  "mest
sandsynlige" sekvens, eller sat af sekvenser. Et oligo-
nucleotid indeholdende en sa&dan komplementzr sekvens
kan anvendes som en probe til identificering og isole-
ring af ICAM-l1-genet (Maniatis, T., et al., Molecular
Cloning A Laboriatory Manual, Cold Spring Harbor Press,
Cold Spring Harbor, NY (1982).

Som beskrevet i afsnit C ovenfor, er det muligt
at klone ICAM-l-genet fra eukaryoetiske DNA—pteparater,
som formodes at indeholde dette gen. Til identificering
og kloning af genet, som koder for ICAM-l-proteinet,
underkastes et DNA-bibliotek for dets evne til at
hybridisere med de ovennavnte oligonucleotidprober.
Da det er sandsynligt at der kun vil vare to kopier af
genet for ICAM-1 i en normal diploid celle, og fordi
det er muligt at dette ICAM-l1-gen kan indeholde store
ikke-transkriberede mellemliggende sekvenser
(introner), hvis kloning ikke er ensket, er det oenske-
ligt at isolere ICAM-1-kodende sekvenser fra et cDNA-
bibliotek fremstillet ud fra mRNA fra en ICAM-1-
producerende celle fremfor fra genomisk DNA. Egnede
DNA eller cDNA praparater spaltes enzymatisk eller
klippes tilfaldigt og ligeres i rekombinant vektorer.
Disse rekombinante vektoreres evne til at hybridisere
til ovennavnte oligonucleotidprober males dernast.
Fremgangsmader til hybridisering er angivet f.eks. i
Maniatis, T., Molecular Cloning A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (1982)
eller i Haymes, B.T., et al., Nucleic Acid Hybridiza-
tion a Practicial Approach, IRL Press, Oxford, England
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(1985). vektorer, som viste sig at vere i stand til en
saddan hybridisering analyseres dernast til bestemmelse
af udstrazkningen og naturen af de ICAM-l-sekvenser som
de indeholder. Baseret p& rent statistiske betragtnin-
ger, kunne et gen, sdsom det der koder for ICAM-1-
molekylet, identificeres entydigt (via hybridiserings-
screening) under anvendelse af en oligonucleotidprobe
med kun 18 nucleotider.

Den aktuelle identifikation af ICAM-l-peptid-
sekvenser tillader sdledes kort fortalt identifikatio-
nen af en teoretisk "mest sandsynlig" DNA-sekvens eller
et set af sddanne sekvenser, der er i stand til at kode
for et sadant peptid. ved konstruktion af et oligonu-
cleotid komplementert til denne teoretiske sekvens
(eller ved konstruktion af et szt af oligonucleotider
komplementare til sattet af de "mest sandsynlige" oli-
gonucleotider), opnds et DNA-molekyle (eller sat at
DNA-molekyler), der er i1 stand til at fungere som en
probe til identifikation og isolering af ICAM-l-genet.

Under anvendelse af de i tabel 5 angivne ICAM-1-
peptidsekvenser, bestemtes sekvensen af den "mest sand-
synlige" sekvens af et oligonucleotid, der er i stand’
til at kode for AA- og J-peptider (henholdsvis Tabel 6
og 7). Oligonucleotider komplementzre til disse sekven-
ser syntetiseredes og rensedes til anvendelse som pro-
ber til isolering af ICAM-l-gensekvenser. Egnede
storrelse-selekterede cDNA-biblioteker produceredes ud
fra poly(A)* RNA fra begge PMA-inducerede HL-60 celler
og fra PS-stimulerede umbilcalveneendotelceller. Et
storrelse-selekteret cDNA-bibliotek fremstilledes un-
der anvendelse af poly(A)* RNA fra PMA-inducerede
HL-60 celler i overensstemmelse med fremgangsmaden af
Gubler, U., et al. ((Gene 25:263-269 (1983)) og Corbi,
A., et al. (EMBO J. 6:4023-4028 (1987)).
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Et sted-selekterende cDNA-bibliotek fremstille-

des under anvendelse af poly(A)* RNA fra umbilicalvene-
endotelceller, som havde varet stimuleret i 4 timer med
PS 5 ug/ml. RNA ekstraheredes ved homogenisering af
cellerne i 4 M guanidiniumisothiocyanat og supernatan-
ten- udsattes for ultracentrifugering gennem en CsCl
gradient  (Chirgwin, J. M., et al., Biochem.
18:5294-5299 (1979)). Poly(A)* RNA isoleredes fra blan-
dingen af totale RNA-stykker via anvendelsen af oligo-
(dT)-cellulosechromatografi (Type 3, Collaborative Re-
search ) Aviv, H., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
69:1408-1412 (1972).
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bligonucleotid komplementert til den mest sandsynlige

Gl .

-

-~

nucleotidsekvens, der er 1 stand til at kode for
ICAM-1-AA-peptidet.
Amino- ICAM-1 Mest sandsynlig Komplementar
syrerest AA-peptid sekvens, der koder sekvens
af ICAM-1 for AA-peptid
s ' [ 3
162 Glu G C
A T
o 6 C
163 Leu c 6
T A
G C
164 Asp 6 C
A T
c G
- 165 Leu c G
T A
; 6 C
. 166 Arg = * C 6
_ G (8
; G ¢
. 167 Pro c o
| C 6
| C 6
| 168 6ln C G
A T
| G C
: 169 Gly G o
! 6 C
| c 6
: 170 Leu C G
: T A
: G c
171 Glu G c
f A T
G C
i 172 Leu C 6
% T A
: G ¢
i 173 Phe T A
' T A
‘ T A
174 G C
| : T
: G c
g 3 5
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Tabel 6 (forsat)
Oligonuceltid komplementert til den mest sandsynlige
nucleotidsekvens, der er i stand til at kode for
ICAM-1-AA-peptidet.

L

- Amino- ICAM-1 Mest sandsynlig Komplementar

syrerest AA-peptid sekvens, der koder sekvens
af 1ICAM-1 for AA-peptid
10
175 Asn A T
A T
( G .
176 Thr A T
c 6
c 6
15 177 Ser v A
c G
A
3’ §'
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Oligonucleotid komplementzrt til den mest sandsynlige

nucleotidsekvens,

IcaM-1-J-peptidet.

der er

i stand til at kode for

-

-

Amino- ICAM-1 Mest sandsynlig Komplementar
syrerest AA-peptid sekvens, der koder sekvens
af ICAM-1 for AA-peptid
; 5 3’
19 Va) 6 C
T A
G .
20 Thr A T
C 6
¢ ]
-2l Cys T A
6 C
c G
22 Ser | T A
c G
C G
23 Thr A T
C G
C 6
24 Ser T A
C G
: C 6
25 Cys T A
6 c
T A
26 Asp G c
A T
c 6
27 Gln C 6
A T
a G ¢
28 . Pro C 6
C G
c 6
29 Lys A T
A T
3 )
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Forste cDNA streng syntetiseredes under anven-
delse af 8 ug poly(A)* RNA, avian myeloblastosis virus
revers transkriptase (Life Sciences) og en oligo(dT)
primer. DNA-RNA-hybridet underkastedes digestion med

5 RNase H (BRL) og den anden streng syntetiseredes under
anvendelse af DNA-polymerase I (New England Biolabs).
Produktet methyleredes med Eco Rl-methylase (New
England Biolabs), blunt-end ligeredes til Eco
Rl-linkere (New England Biolabs), underkastedes dige-

10 stion med Eco Rl og sterrelse-selekteredes pd en med
lavt smeltepunkt agarosegel. cDNA sterre end 500bp 1li-
geredes til Agtl0, som i forvejen havde varet underka-
stet digestionen med Eco Rl og dephosphoryleret
(Stratagene). Ligeringsproduktet pakkedes dernast

15 (Stratagene gold). ,

‘Umbilicalveneendotelcellen og HL-60 CDNA-~
biblioteker udpladedés dernast pa& 20.000 PFU/150 mm
plade. Rekombinant DNA dobbeltoverfertes til nitro-
cellulosefiltre, denatureredes i 0,5 M NaOH/1,5M NaCl,

20 neutraliseredes i 1M Tris, pH 7,5/1,5M NaCl og bagtes
ved 80°C i 2 timer (Benton, W.D., et al., Science 196:
180-182 (1977)). Filtre przhybridiseredes og hybridi-
seredes i 5X SSC indeholdende 5X Denhardt's oplesning,
S0 mM NaPO, og 1 ug/ml laksesperm DNA. Prazhybridise-

25 ring gennemfortes ved 45°C 1 1 time. -

Hybridiseringen gennemfertes under anvendelse af
32bp ( 5-TTGGGCTGGTCACAGGAGGTGGAGCAGGTGAC) eller 47bp
( 5-GAGGTGTTCTCAAACAGCTCCAGGCCCTGGGGCCGCAGGTCCAGCTC)
anti-sense oligonucleotider baseret pa4, analogt med

30 ovennavnte, henholdsvis de ICAM-1-tryptiske peptider
J og AA (Tabel 6 og 7) (Lathe, R., J. Molec. Biol.,
183:1-12 (1985)). Oligonucleotider endemerkedes med
y-(32P)ATP under anvendelse af T4 polynucleotid-
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kinase og konditioneredes, anbefalet af fabrikanten
(New England Biolabs). Efter hybridisering natten over
vaskedes filtrene to gange med 2X SSC/0,1% SDS i 30
min. ved 45°C. Fager isoleredes fra disse plaques,
5 hvilke udviste hybridisering og rensedes ved efterfeolg-
ende genudpladning og rescreening.

Kloning af genet for ICAM-1 gennem anvendelsen af anti-
ICAM-antistof.

10 Genet for ICAM-1 kan alternativt klones gennem
anvendelsen af anti-ICAM-l-antistof. DNA eller mere
foretrukket cDNA ekstraheres og renses fra en celle,
som er i stand til at eksprimere ICAM-1. Det rensede
cDNA underkastes fragmentering (ved klipning, endo-

15 nuclease digestion, osv.) til frembringelse af en pulje
af DNA- eller cDNA-fragmenter. DNA- eller CcDNA-
f:agmenter fra denne pulje kloner dernzst i1 en ekspres-
sionsvektor til prodﬁktion af et genomiskvbibliotek af
ekspressionsvektorer, hvis medlemmer hver -indeholder

20et unikt klonet DNA- eller cDNA-fragment.

Eksempel 17
Analyse af cDNA-klonerne.

Fag DNA fra positive kloner underkastedes dige-

25stion med Eco Rl og undersegtes ved Southern analyse
under anvendelse af et cDNA fra en klon, som en probe.
Maksimale sterrelse-cDNA-indfejninger som kryds-
hybridiserede, subklonedes i Eco Rl-stedet i plasmid-
vektor pGEM 4Z (Promega). HL-60 subkloner indeholdende
30cDNA i begge orienteringer slettedes ved exonuclease
IT11-digestion (Henikoff, S., Gene 28:351-359 (1984)) 1
overensstemmelse med fabrikantens anbefalinger (Erase-
a-Base, Promega). Progressivt slettet cDNA klonedes
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dernest og udsattedes for dideoxynucleotidkadetermine-
ringssekvensering (Sanger, F. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA) 74:5463-5467 (1977) i overensstemmelse
med fabrikantens anbefalinger (Sequenase, U.Ss.
S Biochemical). HL-60 cDNA 5 og kodende omrader sekven-
seredes komplementzrt til begge strenge og 3'-omrddet
sekvenseredes ca. 70% pad begge strenge. En representa-
tiv endotel cDNA sekvenseredes og det meste af dens
langde ved shotgun kloning af 4bp-genkendelsesrestri-
10 ktionsenzymfragmenter.
cDNA-sekvensen af en HL-60 og en endotelcelle
'CDNA etableredes (fig. 8). 3023 bp-sekvensén indeholder
et kort 5 -ikke translateret omrade og et 1,3 kb 3 -
ikke-translateret omrade med et consensus polyadenyle-
15 ringssignal i position 2966. Den l®ngst &bne leseramme
bebynder ved det forste ATG i position 58 og slutter
ved en TGA terminerende triplet i position 1653. Iden-
titet mellem den translaterede aminosyresekvens og sek-
venser bestemt ud fra otte forskellige tryptiske pep-
20 tider med i alt 91 aminosyrer (understreget i fig. 8)
bekraftede at autentiske ICAM-1 cDNA-kloner var blevet
isoleret. Baseret pa& sekvensanalyse, er der 1 tab. 8

vist mulige peptider indenfor ICAM-1-sekvensen gen-
kendt af LFA-1.
25
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Tabel 8
Aminosyresekvenser af ICAM-1 tryptiske peptider.

Peptid Rester Sekvens

J l14- 29 XGSVLVTCSTSCDOQTPK

U 30~ 39 LLGIETPL (P) (K)

50 78- 85 (T FLTVYXT

X 89-95  VELAPLP

AA ~161-182 XELDLRPOQGLE --
LFEXTSAPXQL

K 232-246 LNPTVTYGXDSPFSAK

45 282-295 SFPAPNV (T/I) LXK P Q (V/L)

-- Indikerer at sekvensen fortsztter pa naste linlie.
Understregede sekvenser benyttedes til fremstilling af
oligonucleotidprober. '

Hydrofobisitetsanalyse (Kyte, J. et al., J.
Molec. Biol., 157:105-132 (1982)) foreslar tilstedevea-
relsen af en 27 restsignalsekvens. Udpegelsen af +1
glutaminet er i overensstemmelse med vores manglende
evne til at opna N-terminalsekvens pd 3 forskellige
ICAM-1-proteinprazparater; glutamin kan cyciisere til
pyroglutaminsyre, hvilket resulterer i en blokkeret N-

terminus. Den translaterede sekvens fra 1-453 er i det
vesentlige hydrofil, efterfulgt af et 24 resthydrofo-
bisk formodentligt transmembranomrade. Transmembranom-
rddet efterfelges af adskillige ladede rester indeholde
i et 27 rest formodentligt cytoplasmisk omréde.

Den forudsatte sterrelse af den fulgt udviklede
polypeptidkade er 55.219 daltons, hvilket er i udmerket
overensstemmelse med den observerede sterrelse pa
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55.000 for deglycosylerede ICAM-1 (Dustin, M.L. et al.,
J. Immunol. 137:245-254 (1986)). Otte N-linkede glyco-
syleringssteder er forudsagt. Manglende asparagin i
de tryptiske peptidsekvenser af to af disse steder be-
krefter deres glycosylering og deres ekstracellulzre
orientering. Antages 2.500 daltons per hegj-mannose
N-bundet carbohydrat, forudsiges en sterrelse p& 75.000
daltons for ICAM-l-precursoren i sammenligning med de
observerede seks p& 73.000 daltons (Dustin, M.L., et
al., J. Immunol. 137:245-254 (1986)). Efter omdannelse
af hoj-mannose til kompleks carbohydrat, ligger det
fuldt udviklede ICAM-1 glycoprotein p& 76 til 114 kd,
afhengig af celletype l(Dustin, M.L., et al., J. Immu-
nol. 137:245-254 (1986)). ICAM-1 er saledes en kraftig
glycosyleret, men ellers et typisk integralmembran-
protein. '

' Eksempel 18
ICMA-1 er et integrin-bindingsmedlem af immunoglobulin
supergenfamilien.

Kopiering af ICAM-1-interne gentagelser gennem-
fores under anvendelse af "Microgenie protein alignment
programmet®” (Queen, C., et al., Nacl. Acid. Res., 1l2:
581-599 (1984)) efterfulgt af inspektion. Kopiering af
ICAM-1 overfor IgM, N-CAM og MAG gennemfertes under an-
vendelse af "Microgenie and the ALIGN programmet" (Day-
hoff, M.0., et al., Meth. Enzymol. 91:524-545 (1983)).
Fire proteinsekvensdatabaser, opbevaret ved the Natio-
nal Biomedical Research Foundation, gennemsegtes for
proteinsekvensligheder under anvendelse af FASTP-pro-
grammet af wWilliams og Pearson (Lipman, D.J., et al.,
Science 227:1435-1439 (1985)).

Eftersom ICAM-1 er en ligand af et integrin,
var det ikke forudset af det ville vare et medlem af
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immunoglobulinsupergenfamilien. Inspektion af ICAM-1-
sekvensen viser imidlertid at den opfylder alle kri-
terier, der foreslas for medlemsskab af immunoglobulin-
supergenfamilien. Disse kriterier omtales efter tur i
det efterfelgende.

Hele det ektracellulere omrdde af ICAM-1 er
konstrueret ud fra 5 homologe immunoglobulin-lignende
omrdder, som er vist opstillet i1 fig. 9A. Omrader 1-4
er henholdsvis 88, 97, 99 og 99 rester lang og er s&-
ledes af typiske Ig omrade storrels; omrdde 5 er af-
kortet indenfor 68 rester. Segninger i NBRF-databasen
under anvendelse af FASTP-programmet afslorede signifi-
kante homologier mellem medlemmer af immunoglobulin-
supergenfamilien, herunder IgM og IgG C omrdder, T-
cellereceptor-a~-underenhed variabelt omrade og a-1-f-
glycoprotein (fig. 9B-D).

Under anvendelse af ovennavnte information sam-
menlignedes aminosyrésekvensen af ICAM-1 med aminosyre-
sekvenser af andre medlemmer af immunoglobulinsupergen-
familien. ‘

Tre typer af Ig superfamilieomrdder, V, Cl og
C2 er differentieret. BAde V- og C-omrdder er konstrue-
ret ud fra 2 p-plader bundet sammen ved intraomrade-
disulfidbindingen; V-omrdder indeholder 9 anti-
paralelle p-strenge, mens C-omrdder indeholder 7. Kon-
stante omradder deltes i1 Cl- og C2-s@t baseret pa
karakteristiske rester vist i fig. 9A. Cl-sazttet omfat-
ter proteiner, der er involveret i antigen-genkendelse.
C2-sattet omfatter adskillige Fc-receptorer og protei-
ner indvolveret 1 call-adhesion herunder CD2, LFA-3,
MAG og NCAM. ICAM-l-omrdder viste sig at vare kraftigst
homologe med omrdder fra C2-sazttet anbringende ICAM-1
i dette sat; dette afspejles i1 staerkere lighed til be-
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varede rester i C2- end i Ci-omrdder som vist for B-
strengene B-F i fig. 9. ICAM-omrader star sdledes meget
bedre pd linie med B-strenge A og G i C2-omrdder end
med disse strenge i V- og Cl-omrdder, hvilket muligger
gode grupperinger pd tvers af hele C2 omrade-styrken.
Opstilling af C2-omr&der fra NCAM, MAG og a l1l-B-glyco-
protein er vist 1 fig. 9B og 9C; identitet varierer fra
28 til 33%. Opstilling af T-cellereceptor Va, 27% iden-
titet og IgM C-omrdde 3 34% er desuden vist (fig. 9B,
9D).

En af de vigtigste karakteristika for immuno-
globulinomradder er de disulfid-bundne cysteinbrobindin-
ger mellem B og F B-strenge, som stabiliserer g-lag-
sandwichen; 1 ICAM-1 er cysteiner bevaret i alle til-
felde undtagen i streng £ i1 omrdde 4, hvor et leucin
findes, som kan vere rettet mod sandwichen og stabi-
lisere kontakten som foresldet for visse andre B- og

. C2-s&t omréder. Afst'anden mellem cysteinerne (43, 50,

52 og 37 rester) er som beskrevet for C2-sazttet.

Til +test for tilstedeverelsen af intrakade-
disulfidbindinger i ICAM-1, udsattes endotelcelle-
ICAM-1 for SDS-PAGE under reducerende og ikke-reduce-
rende betingelser. Endotelcelle-ICAM-1 benyttedes
fordi det wudviser mindre glycosyleringsheterogenitet
end for JY eller harcellemilt-ICAM-1 og tillader storre
felsomhed overfor skift i M,. ICAM-1 rensedes derfor
fra 16 timer LPS (5 ug/ml) stimulerede umbilicalvene-
endotelcellekulturer ved immunoaffinitetschromatografi
som beskrevet ovenfor. Acetoneudfzldet ICAM-1 genop-
slammedes i preovepuffer (Laemmli, U.K., Nature 227:
680-685 (1970)) med 0,25% 2-mercaptoethanocl eller 25 mM
lodacetamid og bragtes til 100°C i 5 min. Preverne un-
derkastedes SDS-PAGE 4670 og selvfarvning 4613. Endo-
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telcelle-ICAM-1 havde et tydeligt M, p& 100 Kd under
reducerende betingelser og 96 Kd under ikke-reducerende
betingelser, hvilket i hej grad tyder pa nzrvarelsen af
intrakededisulfider i nativ ICAM-1.

Anvendelsen af den primere sekvens til forud-
sigelse af den sekundere struktur (Chou, P.Y., et al.,
Biochem. 13:211-245 (1974)) viste de 7 forventede
B-strenge i1 hvert ICAM-l-omrade, mzrket a-g overst i
fig. SA, hvilket precis opfylder forudsigelsen for et
immunoglobulinomradde og svarer til positionerne af
strenge A-H 1 immunoglobuliner (nederst fig. 9A). Om-
rdde 5 mangler A- og C-strengene, men da disse danner
rammer om lagene, kan lagene stadig formes, f.eks.
hvor streng D ersattes med streng C, som foresldet for
andre C2 omrdder; og den karakteristiske disulfidbin-
ding mellem B- og F-strengene ville vare upavirket.
Kriterierne for omrade-sterrelse, sekvenshomologi, be-
varelse af cysteindénnelse af den formodede intra-
omradde-disulfidbinding, tilstedevarelse af disulfidbin-
dinger, og forudsagt p-lagstruktur opfyldes sdledes
alle til inkludering af ICaM-1 i den immunoglobuline
supergene familie.

ICAM-1 viste sig at vare yderst stzrkt homolog
med NCAM- og MAG-glycoproteiner fra C2-szttet. Dette er
af serlig interesse efter som bdde NCAM og MAG medierer
celle-celleadhastion. NCAM er vigtig 1 neuron-neuron
og neuro-muskulzre interaktioner (Cunningham, B.A., et .
al., Science 236:799-806 (1987)), medens MAG er vigig
i neuron-oligodendrocyt og oligodendrocyt-oligodendro-
cyt interaktioner under myelinering (Poltorak, M., et
al., J. Cell Biol. 105:1893-1899 (1987)). Celleover-
fladeekspressionen af NCAM og MAG reguleres udviklings-
messigt under henholdsvis nervesystemdannelse og
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myelinering analogt med den regulerede introduktion af
ICAM-1 ved inflammation (Springer, T.A., et al., Ann.
Rev. Immunol. 5:223-252 (1987)). ICAM-1, NCAM (Cunning-
ham, B.A., et al., Science 236:799-806 (1987)) og MAG
(Salzer, J.L., et al., J. Cell. Biol. 104:957-965
(1987)) er ens 1 hovedstrukturen samt homologe efter-
som hver er et integralmembranglycoprotein konstrueret
ud fra 5 C2-omrédder, idet de danner det N-terminale
ekstracellulere omrdde, skent nogle yderligere ikke-Ig-
lignende sekvenser findes i NCAM mellem det sidste C2-
omrdde og det transmembrane omrade. ICAM-1 star over
hele dets lengde, herunder i transmembran og cyto-
plasmiske omréder p& linie med MAG med 21%'s identitet;
den samme % 1identitet findes ved sammenligning af 5
omrdder mellem ICAM-1 og NCAM-1. En skematisk sammen-
ligning mellem den sekundere struktura af ICAM-1 og
MAG er vist i fig. 10. Omradde-for-omrade-sammenlignin-
ger viser at homolog.{niveauet mellem omradderne indenfor
ICAM-1 og NCAM-molekyler (x + standardafvigelse, hen-
holdsvis 21 + 2,8% og 18,6 + 3,8%) er det samme som
homologiniveauet ved sammenligning af ICAM-1 omréder
med NCAM- og MAG-omradder (henholdsvis 20,4 + 3,7 og
21,9 + 2,7). Skent der er tegn pa alternativ spaltning
i de C-terminale omrader i NCAM (Cunningham, B.A., et
al., Science 236:799-806 (1987); Barthels, D., et al.,
EMBO J. 6:907-914 (1987)) og MAG (Lal, C., et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 84 4377-4341 (1987)), har
man ikke fundet noget tegn pa dette ved sekvenseringen
af endotel- eller HL-60 ICAM-1-kloner eller i de under-
sogelser af ICAM-~l-proteinrygraden og precursoren i en
lang rzkke celletyper (Dustin M.L., et al., J. Immunol.
137:245-254 (1986)). '

ICAM-1 fungerer som en ligand for LFA-1 i lymfo-
cytinteraktioner med forskellige celletyper. Lymfo-
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cytter binder til ICAM-1 inkorporeret i1 kunstige mem-
branbilag, og dette kraver LFA-1 p4d lymfocytten, hvil-
ket direkte paviser LFA-l-interaktion med ICAM-1
(Marlin, S.D., et al., cell 51:813-819 (1987)). LFA-1
er et leukocytintegrin og har ingen immunoglobulin-
lignende trak. Leukocytintegriner omfatter én integrin
subfamilie. De andre to underfamilier medierer celle-
matrix interaktioner og genkender sekvensen RGD inden-
for deres ligander, som omfatter fibronetin, vitronec-
tin, collagen og fibrinogen (Hynes, R.O., Cell 48:549-
554 (1987); Ruoslahti, E., et al., Science 238:491-497
(1987)). Leukocytintegrinerne eksprimeres kun pa leuko-
cytter, er involveret 1 celle-celleinteraktioner og
de eneste kendte ligander er ICAM-1 og iC3b, et frag-
ment pa& den komplementazre komponent C3, som ikke ud-
viser immunoglobulin-lignende trzk, og som genkendes af
Mac-1 (Kishimoto, T.K., et al., In: Leukocyt Typing
III, McMichael, M. '(ud.), Springer-Verlag, New York
(1987); Springer, T.A., et _al., Ann. Rev. Immunol. 5:
223-252 (1987); Anderson, D.C., et al., Ann. Rev. Med.
38:175-194 (1987)). Baseret pad sekvensanalyse er mulige
peptider indenfor ICAM-~l-sekvensen, genkendt af LFA-1,
vist 1 Tabel 9. :




10

15

20

25

30

DK 176020 B1

85
Tabel 9
Peptider inden 1 ICAM-1-sekvensen, som muligvis gen-
kendes af LFA-1.

-L-R-G-E-K-E-L-
-R-G-E-K-E-L-K-R-E-P-
-L-R-G-E-K-E-L-K-R-E-P-A-V-G-E-P-A-E-
-P-R-G-G-S-

-P-G-N-N-R-K-

-Q-E-D-S-Q-P-M-
-T-P-E-R-V-E-L-A-P-L-P-S-
-R-R-D-H-H-G-A-N-F-S-
-D-L-R-P-Q-G-L-E-

ICAM-1 er det forste eksempel pa et medlem af
den immunoglobuline supergene familie, som binder til
et integrin. Skent begge disse familier spiller en vig-
tig rolle ved celleadhzsion, har interaktioner mellem
dem ikke tidligere varet forventet. I modsztning hertil
er interaktioner indenfor immunoglobulingensuperfamili-
en ganske almindelig. Det er meget sandsyneligt at

‘yderligere eksempler pd interaktioner mellem integrinet

og immunoglobulinfamilierne vil kunne findes. LFA-1
genkender en ligand, forskellig fra ICAM-1 (Springer,
T.A., et al., Ann. Rev. Immunol. 5:223-252 (1987)),
og leukocytintegrinet Mac-1 genkender en ligand, for-
skellig fra C3bi i neutrofil-neutrofiladhzsion
(Anderson, D.C., et al., Ann. Rev. Med. 38:175-194
(1987)). Rensede MAG-holdige vesikler binder yderlige-
re til neuritter, som er MAG, og MAG md sdledes vare i
stand til heterofil interaktion med en sarskilt recep-
tor (Poltorak, M., et al., J. Cell Biol. 105:1893-1899
(1987)).




10

15

20

25

- 30

DK 176020 B1

86
NCAM's rolle i1 neural-neural og neural-muskulzre

celleinteraktioner har varet foreslaet at skyldes de
homofile NCAM-NCAM-interaktioner (Cunningham, B.A.,
et al., Science 236:799-806 (1987)). MAG's vigtige
rolle i interaktioner mellem tilstedende, omdrejende
loops i Schwann-celler omsluttende axoner under myelin-
omslutningsdannelse kan skyldes interaktion med en
serskilt receptor eller homofile MAG-MAG interaktioner.
Homologien mellem NCAM og den hyppige forekomst af om-
radeomrade-interaktioner indenfor den immunogobuline

supergene familie rejser muligheden for at ICAM-1 kunne
engageres i homofile interaktioner samt ICAM-1-LFA-1-
heterofile interaktioner. Binding af B-lymfobastceller
som co-eksprimerer lignende tatheder af LFA-1 og ICAM-1
til ICAM-1 i kunstige eller cellulzre monolag kan imid-
lertid fuldstendig inhiberes ved przbehandling af B-
lymfoblasten med LFA-1-MAb, mens adhzrence er upavirket
af B—lymfoblast-praﬁehandling med ICAM-1-MAb. Prabe-
handling af monolaget med ICAM-1-Mab ophaver fuldstan-
dig binding (Dustin, M.L., et. al., J. Immunol.
137:245-254 (1986); Marlin, S.D., et al., cell
51:813-819 (1987)). Disse erkendelser viser at hvis
ICAM-1 homofile interaktioner overhovedet forekommer,
md& de vare meget svagere end heterofile interaktioner
med LFA-1.

Muligheden for at leukocytintegrinerne kender
ligander p& en fundamental anden mdde stemmer overens

med nervarelsen af en 180 restsekvens 1 deres a-under-
enheder, der kan vare vigtig i ligandbinding og som ik-
ke findes i RGD-genkendelsesintegrinerne (Corbi, A.,
et al. (EMBO J. 6:4023-4028 (1987)). Skent man har fo-
resldet at Mac-1 genkender RGD sekvens, som findes 1
ic3b 5086, er der ingen RGD-sekvens i1 ICAM-1 (fig. 8).
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Dette er i overensstemmelse med det fibronetiske peptid
GRGDSP og kontrolpeptidet GRGESP's manglende evne til
at inhibere ICAM-1-LFA-l-adhzsion (Marlin, S.D., et
al., cell 51:813-819 (1987)). Beslagtede sekvenser, sa-
5 som PRGGS og RGEKE findes imidlertid i ICAM-1 i omra-
der, som siges at danne sleg¢jfe mellem henholdsvis
B-strenge a og b i omrdde 2 og ¢ og 4 i omradde 2 (fig.
9), og skulle sdledes have mulighed for genkendelse.
Det er af interesse at det homologe MAG-molekyle inde-
10 holder en RGD-sekvens mellem omradde 1 og 2 (Poltorak,
M., et al., J. Cell Biol. 105:1893-1899 (1987); Salzer,
J.L., et al., J. Cell. Biol. 104:957965 (1987)).

Eksempel 19
15 Southern og Northern Blots.

Southern blots gennemfortes under anvendelse af
5 pg genomisk DNA ekstraheret fra tre cellelinier; BL2, .
en Burkitt lymfomaceilelinie (en gave fra Dr. Gilbert
Lenoir); JY og Er-LCL, EBV-transformerede B-lymfo-

20 blastoidcellelinier. :

DNA underkastedes digestion med 5X af den af
fabrikanten anbefalet mengde af Bam H1 og Eco Rl endo-
nucleaser (New England Biolabs). Efter elektroforese
gennem en 0,8% agarosegel, overfortes DNA til en nylon-

25membran (2eta Probe, BioRad). Filteret prahybridisere-
des og hybridiseredes 1idet standardfremgangsmaderne
fulgtes under anvendelse af ICAM cDNA fra HL-60 mzrket
x med a-(32P)d XTP's ved vilkarlig priming (Boehringer
Mannheim). Northern blots gennemfertes under anvendelse
30af 20 ug total RNA eller 6 ug poly(A)* RNA. RNA denatu-
reredes og underkastedes elektroforese gennem en 1%
agarose-formaldehydgel og elektro-overfortes til Zeta
probe. Filtre prazhybridiseredes og hybridiseredes som
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beskrevet tidligere (Staunton, D.E., et al., Embo J.
6:3695-3701 (1987)) under anvendelse af HL-60 CDNA-
proben af 32p_markede oligonucleotidprober (beskrevet

ovenfor).

5 Southern blots, hvor man benytter 3 kb cDNA-
proben og genomisk DNA underkastet digestion med Bam
Hl og Eco Rl viste enkle dominerende hybridiserings-
fargmenter pd henholdsvis 20 og 8 kb, hvilket tyder pa
et enkelt gen og pd at det meste af den kodende infor-

10 mation findes indenfor 8 kb. I blots med tre for-
skellige cellelinier var der ikke tegn pi restriktions-
fragment polymorfisme.

Eksempel 20
15 Ekspression af ICAM-l-genet.

En "ekspressionsvektor” er en vektor, som (pd
grund af tilstedeverelsen af passende transkriptions-
og/eller translationékontrolsekvenser) er 1 stand til
at eksprimere et DNA- (eller cDNA)-molekyle, som har

20 veret klonet i1 en vektor og derved producere et poly-
peptid eller protein. Ekspression af klonede sekvenser
forekommer, nér ekspressionsvektoren introduceres i en
passende vartscelle. Hvis en prokaryotisk ekspressions-
vektor benyttes vil den passende vartcelle sdledes en-

25 hver prokaryotisk celle, der er i stand til at ekspri-
mere de klonede sekvenser. Hvis man pd lignende made
benytter en eukaryotisk ekspressionsvektor, ville den
passende vartscelle vere enhver eukaryotisk celle, der
er i stand til at eksprimere de klonede sekvenser.

30 pa eukaryotisk DNA kan indeholde intervenerende sekven-
ser, og da sadanne sekvenser ikke kan fremstilles kor-
rekt 1 prokaryotiske celler, foretrazkkes det at anvende
CDNA fra en celle, som er i stand til at eksprimere




- 10

15

20

25

30

DK 176020 B1

.89

ICAM-1 til opnd@else af et prokaryotisk genomisk ek-
spressionsvektorbibliotek. Fremgangsmader til fremstil-
ling af cDNA, og fremstilling af et genomisk bibliotek
er angivet af Maniatis, T., et al. (Molecular Cloning:

A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press,
Cold Spring Harbor, NY (1982)).

Det ovennzvnte ekspressionsvektors genomiske
bibliotek benyttes til at frembringe en bank af vert-
celler (som hver indeholder et medlem af biblioteket).
Ekspressionsvektoren kan introduceres i vartcellen ved
en rakke forskellige midler (dvs. transformation,
transfektion, protoplastsammensmeltning, elektropore-
ring osv.). Banken med ekspressionsvektor-holdige cel-
ler formeres klonisk, og dets medlemmer proves indivi-
duelt (under anvendelse af en immunopreve) for at be-
stemme om de producerer et protein, der er i stand til
at binde til antiICaM-1l-antistof.

Ekspressionsvéktorerne fra de celler, som pro-
ducerer et protein, der er i1 stand til at binde til
anti-ICAM-antistof, analyseres dernast yderligere for
at bestemme om de eksprimerer (og saledes indeholder)
hele ICAM-l-genet, om de kun eksprimerer (og inde-
holdef) et fragment af ICAM-l-genet, eller om de
eksprimerer (og indeholder) et gen, hvis produkt ikke
er ICAM-1, skoent det immunologisk er beslegtet med
ICAM-1. Skent en sadan analyse kan gennemferes med
ethvert ’egnet middel, foretrazkkes det at bestemme
nucleotidsekvensen af DNA- eller cDNA-fragmentet, som
er klonet 1 ekspressionsvektoren. Sadanne nucleotid-
sekvenser underseges dernast for at bestemme om de er i
stand til at kode for polypeptider, som har den samme
aminosyresekvens som ICAM-1's tryptiske digestionfrag-
menter (Tabel 5).
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En ekspressionsvektor som indeholder et DNA- el-
ler cDNA-molekyle, der koder for ICAM-l-genet, kan sa-
ledes genkendes ved : (1) Evnen til direkte ekspression
af et protein, som et 1 stand til at binde til anti-

5 ICAM-l-antistof; og (ii) tilstedeverelsen af en nucleo-
tidsekvens, der er i stand til at kode for hver af de
tryptiske fragmenter af ICaM-1. Det klonede DNA-
molekyle af en sddan ekspressionsvektor kan fjernes fra
ekspressionsvektoren og isoleres pd ren form.

10
Eksempel 21
Funktionelle aktiviteter af renset ICAM-1.
I celler fungerer ICAM-1 normalt som et over-
fladeprotein knyttet til cellemembranen. Funktionen af
15 renset ICAM-1 testedes derfor, efter at molekylet var
rekonstitueret, 1 kunstige 1lipidmembraner (liposomer
eller vesikler) ved oplesning af proteinet i detergent-
solubiliserede lipider, efterfulgt af fjernelse af
detergentet ved dialyse. ICAM-1 renset fra JY¥-celler og
elueret i detergentet octylglucosid, som beskrevet

20 ovenfor, rekonstitueredes i vesikler, og ICAM-1-inde-
holdende vesikler fusioneredes til dzkglas eller plast-
kulturbrende, som tillod pavisningen af cellebinding
til proteinet.

25Fremstilling af plane membraner og plast-bundne vesik-
ler.

Vesikler fremstilledes ved fremgangsmaden af Gay
et al. (J. Immunol. 136:2026 (1986)). Kort fortalt op-
lostes @&ggephosphatidylcholin og cholesterol

3041 trichlormethan og blandedes i1 et molart forhold
p& 7:2. Lipidblandingen terredes til en tynd f£ilm under
rotering under en strem af nitrogengas og lyofilisere-




10

15

20

25

30

DK 176020 B1

91
des dernast i 1 time for at fjerne alle spor af tri- -
chlormethan. Lipidfilmen oplostes dernzst 1 1% octyl-
glucosid/0,14 M Nacl/20 mM Tris (pH 7,2) til en slut-
koncentration af phosphatidylcholin pa 0,1 mM. Ca.
10 ug renset ICAM-1 eller human glycophorin (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) som en kontrolmembran
glycoprotein, sattes til hver af de opleste lipider.
Protein-lipid-detergentoplesningen dialyseredes der-
nest ved 4°C mod 3 hold af 200 voluminer af 20 mM
Tris/0,14 M NaCl, pH 7,2, og et hold af HBSS.

Plane membraner fremstilledes ved fremgangsmaden
angivet af Brian et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 81:6159
(1984). Dxkglas (med en diameter pa 11 mm) kobles i 15
min. i en 1:6 fortynding af 7X detergent (Linbro), vas-
kedes natten over i destilleret vand, henstod neddyppet
i 70% ethanol og luftterredes. En 80 pl drdbe af en ve-
sikelsuspension indeholdende enten ICAM-1 eller glycop-
horin anbragtes pA& bunden af brendene i en 24-brendes
klyngetestplade og de praparerede dazkglas fled let pa
toppen. Efter 20-~30 min. inkubering ved stuetemperatur
fyldtes brendene med HBSS og dazkglasset vendtes om for
at bringe den plane membran opad. Brendene vaskedes
dernest omhyggeligt med HBSS for at fjernes ubundne ve-
sikler. Den plane membranoverflade udsattes aldrig for
luft. ' '

Under forsegene med plane membraner smeltet til
glasoverflader viste det sig, at vesikler indeholdende
ICAM-1 binder direkte til plastoverfladen af multi-
brende vavskulturplader og bevarer funktionel virkning
som bevist ved specifik cellebinding. S&danne vesikler
omtales herefter som rplast-bundne vesikler" (PBV),
eftersom naturen af lipidvesikeler bundet til plast
ikke er bestemt. Plast-bundne vesikler fremstilledes
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ved tilsetning af 30 pl vesikelsuspension direkte til
bunden af brendene 1 96-brendes vavskulturbakker
(Falcon) efterfulgt af inkubering og vaskning, som be-
skrevet for plane membraner.

Celleadh®sionsprover.

Celleadhesionsprover ved anvendelse af plane
membraner eller plast-bundne vesikler gennemfertes beg-

‘ge to pad 1 det vesentlige samme mdde, med undtagelse af

at celleantallet og voluminer for PBV-prever reducere-

‘des til en femtedel af det, der benyttedes ved plane

membranprever.

T-lymfocytter fra normale kontroller og en pa-
tient med leukocytadhesionsdefekt (LAD), hvis
celler ikke eksprimerer LFA-1 (Anderson, D.C. et al.,
J. Infect. Dis. 152:668 (1985)) fremstilledes ved dyrk-
ning af perifere mononuklezre blodceller med 1 ug/ml
Concanavalin-A (Con-h) i RPMI-1640 plus 20% FCS med
5 x 10° celler/ml i 3 dage. Cellerne vaskedes dernast
to gange med RPMI og en gang med 5 mM methyl-a-D-
mannopyranosid til fjernelse af resterende lectin fra
celleoverfladen. Cellerne dyrkedes i RPMI/20% FCS inde-
holdende 1 ng/ml rekombinant IL-2, og benyttedes mellem
10 og 22 dage efter initieringen af kultur. '

Til pavisning af cellebinding til plane membra-
ner eller PBV, radiomerkedes Con-A blaster, T-lymfoma
SKW-3 og de EBV-transformerede B-lymfoblastoldcelle-
linier JY (LFA-1 positive) og den LFA-1 defekte
lymfoblastoidcellelinie (BBN) (som stammer fra patient
nr. 1, Springer, T.A. et al., J. Exper. Med. 160:
1901-1918 (1986)) ved inkubering af 1 x 10’ celler 1
1 ml RPMI-1640/10% FCS med 100 uci Na®lcro, i 1 time
ved 37°C efterfulgt af 4 vaskninger med RPMI-1640 til
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fijernelse af ikke-inkorporerede merker. I monoklonalt
antistofblokeringsforseg prabehandledes celler eller
plast-bundne vesikler med 20 ug/ml renset antistof i
RPMI-1640/10% FCS ved 4°C i 30 min., efterfulgt af
4 vaskninger til fjernelse af ubundet antistof. I for-
seg for divalente kationers virkning p& celle-
binding, vaksedes cellerne en gang med cat-, Mgz"-frit

HBSS plus 10% dialyseret FCS, og CaCl og MgCl sattes

ti) de indikerede koncentrationer. I alle forseg pre-
afbalanceredes celler og plane membraner eller PBV
ved passende temperatur (4°C, 22°C eller 37°C) 1 den
passende prevepuffer.

Til maling af cellebinding til renset ICAM-1
centrifugeredes Slor-merkede celler (5 x 10° EBV-
transformanter 1 plane membranprever; 1 X 10° EBV-
transformanter eller SKW-3-celler, 2 x 10° Con-A-bla-
ster 1 PBV-prover). i 2 min. ved 25 x g pd plane mem-
braner eller PBV, e'fterfulgt af inkubering ved 4°C,
22°C eller 37°C 1 1 time. Efter inkubering fjernedes

ubundne celler ved otte cycler med pafyldning og

aspiration med puffer preindstillet til den passende
temperatur. Bundne celler bestemtes ved solubilisering
af brendindholdet med 0,1 N NaOH/1% Triton X-100 og
tzlling pd en y-taller. Procent cellebinding bestemtes
ved at dividere cpm fra bundne celler med input celle-
associeret cpm. I plane membranprever korrigeredes in-
put cpm for forholdet mellem dzkglassets overfladeareal
og dyrkningsbrendenes overfladeareal.

I disse prever bandt EBV-transformerede B-
lymfoblastoidceller, SKw-3 T-lymfomaceller og Con-A
T-lymfoblaster specifikt til ICAM-1 i kunstige membra-
ner (fig. 11 og 12). Bindingen var specifik, eftersom
cellerne bandt meget svagt til kontrol plane membraner
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eller vesikler indeholdende @kvivalente mengder af et
andet humant celleoverfladeglycoprotein, glycophorin.
Yderligere bandt LFA-l-positive EBV-transformanter og
Con-A blaster medens deres LFA-l-negative modparter ik-
ke bandt i nogen signifikant udstrakning,'hvilket viser
at bindingen var afhangig af tilstedeva@relsen af LFA-1
pd cellerne.

Bade specifiteten af cellebinding og afhangighed
af cellular LFA-1 bekrzftedes i monoklonale antistof-
blokeringsforseg (fig. 13). Bindingen af JY-celler kun-
ne inhiberes med 97%, nar ICAM-1 indeholdende PBV pra-
behandledes med anti-ICAM-1 monoklonalt antistof RR1/1.
Przbehandling af cellerne med det samme antistof havde
ringe virkning. Omvendt inhiberedes det
anti-LFA-l-monoklonale antistof TS1/18 binding med 96%,
men kun ndr cellerne, men ikke PBV, var prabehandlet.
Et kontrolantistof T$2/9 reaktivt med LFA-3 (et andet
lymfocytoverfladeantigen) havde ingen signifikant inhi-
berende virkning, hverken nir celler eller PBV przbe-
handledes. Dette forseg viser, at ICAM-1 i sig selv og
ikke visse mindre forurenende materialer i de kunstige
membraner, medierer den observerede cellulere adhasion,
og at adhzsionen er afhazngig af LFA-1 pd bindingscel-
len. ;

Bindingen af celler til ICAM-1 i kunstige mem-

braner viser desuden to andre egenskaber hos det LFA-1-

afhangige adhasionssystem: Temperaturafhzngig og ned-
vendigheden af divalente kationer. sSom vist i fig. 14
bandt Con-A blaster til ICAM-1 i PBV mest effektivt ved
37°C, delvis ved 22°C og meget svagt veed 4°C. Som vist
i fig. 15 var bindingen fuldstendig afhenglg af til-
stedeverelsen af divalente kationer. Ved fysiologiske
xoncentrationer var Mgt alene tilstrazkkelig for maksi-
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mal cellebinding, mens Ca?* alene giver meget lave
niveauer af binding. En tiendedel Mg2* af den normale
koncentration sammen med Ca?' var imidlertid synergi-
stisk og frembragte maksimal binding.

Summarisk viser specifiteten af cellebinding til
renset ICAM-1, inkorporeret 1 kunstige membraner, den
specifikke inhibering med monoklonale antistoffer, og
temperaturen og det divalente kationbehov viser, at
ICAM-1 er en specifik ligand for det LFA-1 afhangige
adhesionsystem.

Eksempel 22
Ekspression af ICAM-1 og HLA-DR i

allergiske og toxiske laptestreaktioner.

Hudbiopsier fra fem normale individer under-
segtes for deres ekspression af ICAM-1 og HLA-DR. Det
viste sig at medens endotelcellerne 1 nogle blodkar
sedvanligvis eksprimérede ICAM-1, eksprimeredes der in-
gen ICAM-1 pd keratinocytter fra normal hud. Ingen
farvning for HLA-DR pa nogle keratinocytter fra normale
hudbiopsier observeredes. Kinetikken af ekspression af
ICAM-1 og klasse II-antigener undersegtes dernzst pa
celler 1 biopsier fra allergiske og toxiske hudlaesio-
ner. Det viste sig at halvdelen af de seks undersogte
individer havde keratinocytter, som eksprimerede
ICAM~1, fire timer efter anvendelse af hapten (Tabel
10). Der var en ogning 1 procentdelen af individer,
der eksprimerer ICAM-1 pad deres keratinocytter med ti-
den for udszttelse af hapten, samt en ogning af inten-
siteten af farvning, hvilket indikerer mere - ICAM-1
ekspression per keratinocyt op til 48 timer. Faktisk
er der pad dette tidspunkt en del keratinocytter i alle
biopsier farvet positivt for ICAM-1. vVed 72 timer (24
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timer efter hapten fjernedes) havde 7 ud af 8 individer
stadigvek ICAM-1 eksprimeret pd deres keratinocytter,
mens ekspressionen af ICAM-1 pd et 1individ vandrede
mellem 48 og 72 timer.
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Tabel 10
Kinetik af introduktion af ICAM-1 og HLA-DR p& kerati-
nocytter fra allergiske labtestbiopsier.

Tid efter Antallet ICAM-1 HLA-DR ICAM-1 og
lappafersel af alene alene HLA-DR
(timer) biopsier '
Normal hud 5 0 0 0
Allergisk
laptest
4 6 38 0 0
8 9 3 0 0
24 8 7 0 0
agP 8 5 0 3
72 8 6 0 1

2 prover betragtedes som varende positive, hvis i det
mindste smd klynger af keratinocytter farvedes.
b Alle lapper fjernedes p& dette tidspunkt.
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Histologisk var farvningsmensteret for ICAM-1 pa

keratinocytter fra biopsier taget fire timer efter pa-
foring af hapten szdvanlig i smd klynger. Ved 48 timer
eksprimeredes ICAM-1 p& overfladen af sterstedelen af
keratinocytterne, idet der ikke s&s nogen forskel mel-
lem skadens center og periferi. Intensiteten af farv-
ningen aftog som keratinocytterne nermedes stratum
corneum. Dette konstateredes hos biopsier taget fra
centrum og periferien af skaderne. Pa dette tidspunkt
var laptesten ogsd positiv (1nfiltrat10n,' erythema
og vesikler). Der observeredes ingen forskel i ICaM-1
ekspression nar forskellige haptener pafertes felsom-
me individer. Foruden keratinocytterne eksprimeredes
ICAM-1 desuden pd nogle mononuklezre celler og endotel-
celler pa stedet med skaden foruden keratinocytterne.

Ekspressionen af HLA-DR p& keratinocytter pa de
allergiske hudskader var mindre hyppige end ekspressio-
nen af ICAM-1. Ingéd af de undersegte individer havde
skader med keratinocyttei, som farvede positivt for
HLA-DR op til 24 timer efter paforsel af hapten. Fak-
tisk havde kun fire biopsiprever keratinocytter, som
eksprimerede HLA-DR og ingen biosier havde keratino-
cytter, der var positive overfor HLA-DR og ikke ICAM-1
(Tabel 10).

, I modsetning til den allergiske laptestskade
havde den toxiske laptestskade, induceret med kroton-
olie eller natriumlaurylsulfat, keratinocytter, der ud-
viste ringe, hvis nogen, ICAM-1 pd deres overflader pa
alle testede tidspunkter (Tabel 11). Faktisk havde kun
én af de 14 individer, der var udsat for den toxiske
laptest keratinocytter, der eksprimerede 1ICaM-1 i
deres skader 48 timer efter lappaferslen, hvilket tids-
punkt er det optimale tidspunkt for ICAM-1-ekspression
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hos de allergiske laptestindivider. I modsatning til
de allergiske laptestbiopsier eksprimeredes der desuden
ikke HLA-DR pa& keratinocytter af toxiske laptest-
skader.

Disse data indikerer at ICAM-1 eksprimeres 1
immunbaseret inflammation og ikke i toxisk baseret in-
flammation, og ekspressionen af ICAM-1 kan saledes be-
nyttes til at skelne mellem immunobaseret- og toxisk
baseret inflammation, sasom akut nyresvigt hos nyre-
transplantationspatienter, hvor det er vanskeligt at
bestemme hvorvidt svigtet skyldes afvisning eller
nephrotoxicitet af det immunoundertrykkende terapeutis-
ke middel. Nyrebiopsi og vurdering af opregulering af
ICAM-1 ekspressionen vil tillade differentiering mellem
immunbaseret afvisning og ikke-immunbaseret toxicitets-
reaktion.

*
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Tabel 11
Kinetik af introduktion af ICAM-1 og HLA-DR pad kerati-
nocytter fra toxiske laptestbiopsier.

5
Tid efter Antallet ICAM-1 HLA-DR ICAM-1 og
lappafersel af alene alene  HLA-DR
(timer) biopsier
4 4 0 0 0
8 3 12 0 0
10 24 3 1 0 0
agP 14 0 0
72 3 1 0 0

@ prever betragtedes som varende positive, hvis i det
15 mindste smd klynger af keratinocytter farvedes.
b alle lapper fjernedes pa dette tidspunkt.
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Eksempel 23
Eksprimering af ICAM-1 og HLA-DR 1 godartede kutane
sygdomme.

Celler fra hudbiopsier med skader fra patienter
med forskellige typer af inflammatoriske hudsygdonune
undersogtes for deres ekspression af ICAM-1 og HLA-DR.
En del keratinocytter 1 bilopsier med allergisk kontakt-
eksem, pemphigoid/pemphigus og lichen planus eksprime-
rede ICAM. Lichen planus-biopsier viste den mest inten-
se farvning med et menster svarende til eller endog
stzrkere end dem, der konstateredes hos de 48 timer al-
lergiske laptestbiopsier (Tabel 12). I overensstemmelse
med resultaterne, der s&s ved den allergiske laptest
konstateredes den mest intensive ICAM-1-farvning pa
steder med kraftig mononuklezr celleinfiltration. 8 ud
af de 11 testede lichen planus-biopsier var yderligere
positive for HLA-DR ekspression pad keratinocytter.

Ekspressionen 'af ICAM-1 p& keratinocytter fra
hudbiopsier fra patienter med exanthema og urticaria
var mindre udtalte. Kun fire ud af de syv testede pa-
tienter med disse sygdomme havde keratinocytter, der
eksprimerede ICAM-1 pa lesionsstedet. HLA-DR ekspres-
sionen viste sig kun p4d én patient, og dette var i
konjunktion med ICAM-1. .

Endotelceller og en del af de mononuklezre cel-
leinfiltrater fra alle de testede godartede inflammato-
riske hudsygdomme eksprimerede ICAM-1 i forskellig ud-
strzkning.
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Ekspression af ICAM-1 og HLA-DR pa
keratinocytter fra godartede kutane sygdomme.

5 Diagnose Antallet 'ICAM-1 HLA-DR ICAM-1 og
af tilfelde alene alene  HLA-DR

Allergisk
kontakteksem 5 38 0 2
Lichen Planus 11 3 0 8

10 Pemhigoid/
Pemhigus 2 2 0 0
Exanthema 3 2 0 0
Urticaria 4 1 0 1

15

8prever betragtedes som varende positive, hvis mindst
20 smd klynger af keratinocytter farvedes.
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Eksempel 24

Ekspression af ICAM-1 pd keratinocytter
fra hudskader herende til psoriasis.

Ekspressionen af ICAM-1 i hudsbiopsier fra 5 pa-
tienter med psoriasis undersegtes fer initieringen og
periodisk under et forleb med PUVA-behandling. Blopsier
opnaedes fra fem patienter med klassisk psoriasis be-
kreftet ved histologi. Biopsier blev udtaget i rakke-
folge for og under indikeret tid for PUVA-behandling.
PUVA tilfertes 3-4 gange om ugen. Biopsier blev taget
fra periferien af psoriasis plaques hos fem patienter
og yderligere biopsier blev taget fra klinisk normal
hud fra fire af patienterne.

Friske hudbiopsistykker blev frosset og opbevaret

i flydende nitrogen. Seks umm cryostatsektioner luft-
terredes natten over ved stuetemperatur, fikseredes i
acetone i1 10 min. og farvedes enten straks eller ind-
vikledes i aluminiumfolie og opbevaredes ved -80°C ind-
til farvning.

Farvning gennemfeortes p3 den efterfelgende made.
Sektioner inkuberedes med monoklonale antistoffer og
farvedes ved en 3-trins immunoperoxidasemetode (Stein,
H., et al., Adv. Cancer Res 42:67-147, (1984)), under
anvendelse af diaminobenzidin H,0,-substrat. Tonsiler
og lymfeknuder benyttedes som en positiv kontrol pa
anti-ICAM-1- og HLA-DR-farvning. Vev farvet {1 fra-
ver af et primert antistof var negative kontroller.

De monoklonale antistoffer mod HLA-DR erhveredes
fra Becton Dickinson (Mountainview, California). Det
monoklonale anti-ICAM-l-antistof var R6-5-D6é. Peroxida-
se-konjugeret kanin-anti-muse-Ig og peroxidase-konju-
geret svine-anti-kanin-Ig erhvervedes fra DAKAPATTS,
Kebenhavn, Danmark. Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
opndedes fra Sigma (St. Louis, Mo.).
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Resultaterne af undersogelsen viste at endotel-

cellerne i nogle blodkar eksprimerer ICAM-1 i bade syg
og normal hud, men intensiteten af farvning og antallet
af blodkar, der eksprimerer ICAM-1 ogedes 1 psoriasis-
hudskaderne. Mensteret af ekspresSion af ICAM-1 varie-
rede yderligere i keratinocytter fra ubehandlet psoria-
sis-hudskader fra de fem patienter, fra kun smd klynger
med cellefarvning til at mange farvede keratinocytter.
Under forlebet med PUVA-behandling viste ICAM-l-eks-
pressionen pad to af patienterne (patient nr. 2 og 3)
udbredt reduktion, som gik forud eller var samstemmende
med klinisk remission (Tabel.. 13). Patienterne nr. 1, 4
og 5 havde formindskelse og egning af ICAM-lekspression
under PUVA-behandlingen, hvilket korrelerer til hen-
holdsvis kliniske remissioner og tilbagefald. Der var
ingen ICAM-l-ekspression p& keratinocytter fra normal
hud for eller efter PUVA-behandling. Dette indikerer,
at PUVA ikke inducerer ICAM-1 pad keratinocytter fra
normal hud.

Observationen af at densiteten af det mononukl-
exre celleinfiltrat korrelerede med mezngden af ICAM-1-
ekspression pa& keratinocytter var af betydning. Dette
vedrorer bade et aftagende antal mononuklezre celler i
skader under PUVA-behandling, ndr ICAM-l-ekspression
desuden vandrede, og et eoget antal af mononuklezre cel-
ler under PUVA-behandling, nar ICAM-l-ekspression pa
keratinocytter var mere fremtradende. Endotelceller og
dermale mononuklezre celler er desuden ICAM-l-positive.
I klinisk normal hud, var ICAM-l-ekspressionen be-
granset til endotelceller uden merkning af keratino-
cytter. '

Ekspressionen af HLA-DR pd keratinocytter var
variabel. Der var ingen HLA-DR-positiv biopsi, der ikke
ogsd var ICAM-l-positiv.
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Summarisk viser disse resultater at fer behan-
dling er ICAM-1-ekspression udtalt pa keratinocytter-
ne og korrelerer til et tzt mononuklezr celleinfiltrat.
Under PUVA-behandling ses en udtalt mindskelse af
ICAM-1-farvning parallelt med den kliniske forbedring.
Histologisk mindskedes det dermale infiltrat ogs&. Nir
et klinisk tilbagefald var tydelig under behandling
ogedes ekspressionen af ICAM-1 pa keratinocytterne og
tetheden af dermal infiltrat. N&r en klinisk remission
konstateredes under behandling var der en samtidig
aftagelse 1 ICAM-1-farvning pa keratinocytterne og
en mindskelse i det dermale infiltrat. Ekspressionen af

. ICAM-1 pd keratinocytter svarer sdledes til tatheden af

mononuklezr celleinfiltrat pad dermis. Disse data viser
at klinisk reaktion overfor PUVA-behandling resulterer
i en udtalt mindskelse af ICAM-l-ekspression pa kerati-
nocytter parallelt med en mere moderat aftagelse af de
mononuklezre celler. Dette indikerer at ICAM-1-ekspres-
sion pa keratinocytter er ansvarlig for initering og
opretholdelse af det dermale infiltrat og at PUVA-be-
handling nedrequlerer ICAM-1, som pa sin side mindsker
det dermale infiltrat og den inflammatoriske reaktion.
Dataene indikerer desuden at der var en variabel HLA-
DR-ekspression pa keratinocytter under PUVA-behandling.
Ekspressionen af ICAM-1 p& keratinocytter med
psoriasisskader korrelerer med den kliniske alvorlighed
af skaden samt storrelsen af dermal infiltrat. ICAM-1
spiller sdledes en central rolle ved psoriasis og
inhibering af dets ekspression og/eller inhibering af
dets interaktion med CD 18 komplekset pd mononucleare
celler vil vere en virkningsfuld behandling af
sygdommen. Registrering af ICAM-l-ékspression pa kera-
tinocytter vil yderligere vare et effektivt varktej til
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diagnostisering og prognose, samt evaluering af terapi-
forlebet for psoriasis.
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, Tabel 13
Sekventiel ICAM-l-ekspression af keratinocytter i hud-
skader med psoriasis (PS) og klinisk normal hud (N)
for og under PUVA-behandling.

(8, ]

' patient nr.
Tid fer og 1 2 3 4 5
under
PUVA-behandling PS PS N PS N PS N PS N

10: o + + - ++ =+t -+ -
1 dag + ‘
. luge + + - - - ++ - + -
\ )
a 2 uger ++ + - + - + -
3uger - ++
* )
15 4 uger ++ + - - - ++ -
* *
S-6uger ' - - - -
]
7 uger - (++) (4) +4+ -
. . . %
10 uger- (+) - -
20
+++ ~Mange positive keratinocytter.
++ En del positive keratinocytter.
+ Fokalt positive keratinocytter.
(+) Meget f4, spredte positive keratinocytter.
30 - Ingen positiv farvning.
b "~ Klinisk remission.

o Klinisk tilbagefald.
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Eksempel 25 .
Ekspression af ICAM-1 og HLA-DR i
maligne kutane sygdomme.

Modsat le&sioner fra godartede kutane tilstande
var ekspressionen af ICAM-1 pd& keratinocytter fra ma-
ligne hudskader meget mere variable (Tabel 14). Af de
23 undersegte kutane T-cellelymfomas, identificeredes
ICAM-1positive keratinocytter kun i 14 tilfelde. Der
var en tendens til at keratinocytter fra biopsier med
mycosis fungoide skader taber deres ICAM-l-ekspression
ved udvikling af sygdommen til mere fremskridne trin.
ICAM-1-ekspression observeredes imidlertid pd en varie-
rede del af det mononucleare celleinfiltrat fra de fle-
ste af de kutane T-cellelymfomaskader. Blandt de re-

sterende undersegte lymfoma havde fire ud af otte kera-
tinocytter, der eksprimerede ICAM-1. Af de 29 patienter
med maligne kutane 'sygdomme, som undersegtes havde
5 keratinocytter, som eksprimerede HLA-DR uden at
eksprimere ICAM-1 (Tabel 14).
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Tabel 14
Ekspression af ICAM-1 og HLA-DR p& keratinocytter fra
maligne kutane sygdomme.

Diagnose Antal af ICAM-1 HLA-DR ICAM-1 og
tilfalde alene alene HLA-DR
CTCL, MFI 8 12 0 4
CTCL, MFII-III 10 1l 2 5
CTCL, SS 3 1 0] 2
CTCL, Stor celle 2 0 2 0
CBCL 2 0 0 1
Leukemia Cutis 3 1 1 1
Histiocytosis x 1 0 0 0

3prover betragtedes som verende positive, hvis sm&
klynger af keratinocytter farvedes.
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Eksempel 26
Virkning af anti-ICAM-l-antistoffer pd proliferationen

af humane perifere mononuklezre blodceller.

Humane perifere mononuklezre blodceller induce-
redes for at proliferere ved tilstedeverelsen og gen-
kendelsen af antigener eller mitogener. Visse moleky-
ler, sasom mitogenet concanavalin A, eller det T-celle-
bindende antistof OKT3 forArsager en ikke-specifik
proliferation af perifere mononuklezre blodceller.

Humane perifere mononuklezre blodceller er
heterogene, idet de bestdr af subpopulationer af
celler, som er i stand til at genkende specifikke anti-
gener. Nar en perifer mononukleazr blodcelle, som er
1 stand til at genkende et sarligt specifikt antigen,
meder dette antigen.inducereé proliferationen af denne
subpopulation af mononuklezr celle. Tetanus toxoid og
"keyhole limpet" hazmocyanin er eksempler p& antigener,
som genkendes af subpopulationer af perifere mono-
nuklezre blodceller, men som ikke genkendes at alle pe-
rifere mononuklezre celler hos sensibiliserede indivi-

der.

* Anti-ICAM-1-momoklonalt antistof R6-5-D6's evne
til at inhibere prolifererende reaktioner fra humane
perifere mononukleazre blodceller i systemer, der vides
at krave celle-celleadhesioner testedes.

Perifere mononuklezre blodceller rensedes pa
Ficoll-Paque (Pharmacia) gradienter ifslge fabrikantens
instruktioner. Efter opsamling af graznsefladen vaskedes
cellerne tre gange med RPMI 1640 medium og dyrkedes i
fladbundede, 96-brendes mikrotiterplader i en koncen-
tration pa 109 celler/ml i RPMI 1640 medium suppleret
med 10% fetal bovin serum, 2 mM glutamin og gentamicin
(50 pg/ml). :
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Antigen, enten T-cellemitogenet, concanavalin A
{0,25 nug/ml), det T-celle-bindende antistof, OKT3
(0,001 ug/ml), "keyhole limpet" h=zmocyanin (10 g/ml)
eller tetanus toxoild (1:100 fortynding fra kilde) sat-
tes til celler, som dyrkedes som beskrevet ovenfor en-
ten i narverelse eller fraver af anti-ICAM-antistof
(R6-5-D6; slutkoncentration pa 5 g/ml). Cellerne dyrke-
des 1 3,5 dage (concanavalin A forseg), 2,5 dage (OKT3-
forseg) eller 5,5 dage ("keyhole limpet" hamocyanin
og tetanus toxoid-forseg) for preverne afsluttedes.

18 timer for afslutningen af preven sattes
2,5 uCci 3H-thymidin til kulturerne. Cellular prolifera-
tion provedes ved at male inkorporereingen af thymidin
i DNA ved de perifere mononukleazre blodceller. Inkor-
poreret thymidin opsamledes og taltes i en flydende
scintilationstaller (Merluzzi et al., J. Immunol.
139:166-168 (1978)). Resultaterne af disse forseg er
vist 1 fig. 16 (conc'anavalin A-forseg), fig. 17 (OKT3-
forseg), fig. 18 ("keyhole limpet"™ hamocyanin-forsegq)
og fig. 19 (tetanus toxoid-forseg).

Det viste sig, at anti-ICAM-l-antistof inhiberer
proliferative reaktioner overfor det ikke-specifikke T-
cellemitogen, ConA; = det ikke-specifikke T-
celleassocierede antigen, OKT-3; og de specifikke anti-
gener, "keyhole limpet" hzmocyanin og tetanus toxoid,
1 mononuklexzre celler. Inhiberingen af anti-ICAM-1-
antistof var sammenlignelig med det anti-LFA-l-anti-
stof, der antyder at ICAM-1 er en funktionel ligand af
ICAM-1, og at antagonisme af ICAM-1 vil inhibere speci-
fikke forsvarssystemreaktioner.
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, Eksempel 27
virkning af anti-ICAM-l-antistof pd den
blandede lymfocytreaktion.

Som omtalt ovenfor er ICAM-1 nedvendig for ef-
fektive cellulare interaktioner under en immunreaktion
medieret gennem LFA-1l-afhangig celleadhasion. Introduk-
tionen af ICAM-1 under immunreaktioner eller inflamma-
torisk sygdom tillader interaktionen af leukocytter med
hinanden og med entodelceller. _

Nar lymfocytter fra to ikke-relaterede individer
dyrkes i1 hinandens narvarelse observeres blasttransfor-
mation og celleproliferation af lymfocytterne. Denne
reaktion af én population af lymfocytter overfor nzrve-
relsen af en anden population af lymfocytter er kendt
som en blandet lymfocytreaktion (MLR), og den er analog
med reaktionen af lymfocytter overfor tilsatningen af
mitogener (Immunology The Science of Self-Nonself Dis-
crimination, Klein. 3., John Wiley & Sons, NY (1982),
S. 453-4581).

Der gennemfortes forseg til bestemmelse af vir-
kningen af anti-ICAM-l-monoklonale antistoffer pd human
MLR. Disse forseg gennemfortes som felger. Perifert
blod opsamledes fra normale raske donorer ved vene-
punktur. Blodet opsamledes i heparinisrede ror og for-
tyndes 1:1 ved stuetemperatur med Puck's G (GIBCO)
balancerede saltoplesning (BSS). Blodblandingen (20 ml)
anbragtes ovenpa 15 ml af en Ficoll/Hypaque densitets
gradient (Pharmacia, tazthed = 1,078 stuetemperatur) og
centrifugeredes ved 1000 x g 1 20 min. Gransefladen op-
samledes og vaskedes 3X i Puck's G. Cellerne taltes pa
et hemacytometer og genopslemmedes 1 RPMI-1640 dyr-
kningsmedium (GIBCO) indeholdende 0,5% gentamicin, 1 mM
Lglutamin (GIBCO) og 5% varmeinaktiveret (56°C, 30
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min.) human AB sera (Flow Laboratories) (herefter om-

talt som RPMI-dyrkningsmedium).

Muse-anti-ICAM-1 (R6-5-D6) benyttedes 1 disse
forseg. Alle monoklonale antistoffer (fremstillet fra
ascites af Jackson ImmunoResearch Laboratories, Boston,
MA) benyttedes som rensede IgG-praparater.

Perifere mononucleare blodceller (PBMC) dyrke-
des 1 medium med 6,25 x 10° celler/ml i Linbro rund-
bundede mikrotiterplader (# 76-013-05). Stimulator-
celler fra en adskilt doner bestrdledes ved 1000 R og
dyrkedes med respondercellerne ved den samme koncentré—
tion. Det totale volumen per kultur var 0,2 ml. Kon-
troller omfattede responderceller alene og stimulator-
celler alene. Dyrkningspladerne inkuberedes ved 37°C i
en 5% CO,-fugtet luftatmosfzre i 5 dage. Brendene pul-
seredes med 0,5 uCi tri..... thymidin (3HT) (New Eng-
land Nuclear) 1 mindst 18 timer per kultur. I nogle
tilfelde gennemforteé en 2-vejs MLR. Protokollen var
den samme med undtagelse af at den anden donors celler
ikke inaktiveredes ved bestraling.

Cellerne hostedes pd glasfiberfiltre under an-
vendelse af et automatiseret multiprevehsstapparat
(Skatron, Norge), idet der rensedes med vand og metha-
nol. Filtrene ovnterredes og taltes i Aquasol i en Bec-
kman (LS-3801) flydendé scintillatorteller. Resultater-.
ne er angivet som middelverdien af CPM + middelfejl for
6 individuelle kulturer.

Tab. 16 viser at rensede anti-ICAM-1 monocklonale
antistoffer inhiberer MLR pd en dosisafhengig made med
signifikant undertrykkelse synlig ved 20 ng/ml. Renset
muse-IgG havde ringe eller ingen undertrykkende virk-
ning. Undertrykkelse af MLR med det anti-ICAM-1 mono-
klonale antistof forekommer nar antistoffet tilsattes
indenfor de ferste 24 timers dyrkning (Tabel 17).
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Virkning af anti-ICAM-1-antistof pa én-vels lymfocyt-

- reaktionen.

Responderceller® ‘Stimilatorceller? Antistof® >HE-Inkorporation (CEM)

- - - 4459 £ 143 :
- + - 148 ¢ 17 !
+ - - 698 ¢ 72
+ + - 42,626 t 1,579

|
+ + mlg6 (10.0 ug) 36,882 ¢t 1,823 (14%)
+ + mig6 ( 0.4 ug) 35,500 & 1,383 (17%) .
+ + mlg6 ( 0.02 ug) 42,815 1,246 ( 0%)
+ 4+ R6-5-D6 (10.0.ug) 8,250 * 520 (81%)
+ + R6-5-D6 (.0.4 ug) 16,142 + 858.(62%)
+ + R6-5-D6 ( 0.03 ug) 28,844 £ 1,780 (32%)

a. Responderceller (6,25 X 10°/ml)

b. Stimulatorceller (6,25 X 10°/ml, bestralet ved
10000R). :

c. Renset monoklonalt antistof til -ICAM-1 (R6-5-D6)
eller renset muse IgG (mIgG) ved slutkoncentra-
tioner (upg/ml).

d. Middelverdi + middelfejl af 5-6 kulturer, an-

tallet i parentes indikerer procent inhibering

af MLR.
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Tabel 17
Tilsatningstidspunkt af anti-ICaM-1.

Ra sb Tilsetninger® 3HTInkorporering (CPN)
Tilsztningstidspunkt for medium eller antistof
Dag { "Dag 1 Dag 2
- - medium 2059 14 476 ¢+ 132 247 ¢ 75
- + medium 189 ¢ 16 nd® nd
+ - medium 1,860 £ 615 nd nd
+ + medium 41,063 ¢+ 2,940 45,955 ¢ 2,947 50,943 ¢ 3,072
+ + R6-5-D6 17,781 ¢ *.293 38,409 ¢ 1,681 47,308 ¢ 2,089
. (57%) (16%) (7%)
a. Resonderceller(,25 x 105/ml).
b. Stimulatorceller (6,25 x 10°/ml, bestralet ved
1000 R).
c. Dyrkningsmedium eller renset monoklonalt anti-
stof til ICAM-1 (R6-5-D6) ved 10 ug/ml tilsattes
pa dag 0 med 24 timers intervaller.
d. Middelverdi + middelfejl af 4-6 kulturer.
e. nd = ikke udfert.
f.

Procent inhibering
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Antistofs evne til overfor ICAM-1 at inhibere
MLR viser at ICAM-1 monoklonale antistoffer har tera-
peutisk anvendelse ved akut transplantationsafvisning.
ICAM-1 monoklonale antistoffer har desuden terapeutisk
virkning hvad angdr immunmedierede sygdomme, der af-
henger af LFA-1/ICAM-1 regulerede celle til celle
interaktioner.

De her beskrevne forseg viser at tilsatningen af
monoklonale antistoffer til ICAM-1 inhiberer den blan-
dede lymfocytreaktion (MLR), ndr de tilszttes under de
forste 24 timer af reaktionen. ICAM-1 bliver yderligere
opreguleret pa humane perifere blodmonocytter under
in vitro dyrkning. '

Det har yderligere vist sig, at ICAM-1 ikke
eksprimeres pd hvilende humane perifere blodlymfocytter
eller -monocytter. ICAM-1 opreguleres pa monocytterne
af dyrkede celler alene eller celler, der er codyrket
med ikke-relaterede donorceller i en blandet lymfo-
cytreaktion under -anvendelse af almindelige flowcyto-
metriske analyser (fig. 20). Denne opregulering af
ICAM-1 p& monocytter kan anvendes som en indikator for
inflammation, is@r hvis ICAM-1 eksprimeres pd friske
monocytter fra individer med akut eller kronisk in-
flammation.

ICAM-1's specificitet for aktiverede monocytter
og antistoffets evne overfor ICaM-1 til at inhibere
en MLR antyder at ICAM-l1-monoklonale ‘antistoffer ma
have en diagnostisk og terapeutisk mulighed ved akut
transplantationsafvisning og relaterede immunmedierede
sygdomme, der kraver celle til celle interaktioner.
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Eksempel 28
Synergistiske virkninger af den kombinerede administre-~

ring af anti-ICAM-1- og anti-LFA-l-antistoffer.

Som vist i1 eksempél 27 inhiberes MLR af anti-
ICAM-1-antistof. MLR kan desuden inhiberes af anti-
LFA-l-antistoffet. For at bestemme hvorvidt den kombi-
nerede administration af anti-ICAM-1- og anti-LFA-1-
antistoffer ville have en forbedret eller synergistisk
virkning gennemfertes en MLR-preve (gennemfert som be-
skrevet 1 eksempel 27) 1 narverelse af forskellige
koncentrationer af de to antistoffer.

Denne MLR-preve viste at kombinationen af anti-
ICAM-1 plus anti-LFA-1, 1 koncentrationer hvor intet
antistof alene dramatisk inhiberer MLR, er signifikant
mere potente i inhibering af MLR-reaktionen (Tabel 18).
Dette resultat indikerer at terapier som involverer
coadministreringen af anti-ICAM-l-antistof (eller frag-
menter deraf) og anti-LFA-1-antistof (eller fragmenter
deraf) har kapaciteten til at bibringe en forbedret
anti-inflammatorisk terapi. Sadan en forbedret terapi
muligger administrering af lavere doser af antistof,
end der ellers ville vare terapeutisk effektivt, og
dette er af vigtighed, hvor heje koncentrationer af in-
dividuelle antistoffer inducerer en antiidiotyptisk re-
aktion. '
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Tabel 18
Virkning af forskellige doser af anti-ICAM-1 og
(R3.1) anti-LFA-1 pa blandet lymfocytreaktion.

5 % Inhibering
Koncentration (ug/ml)
Anti-ICAM-1 (R6-5-D6)
Anti-LFA-1 0 0,004 0,02 0,1 0,5 2,5

100,0 0 7 31 54 69 70
0,0008 1 7 28 48 62 71
0,004 0 13 30 50 64 72
0,02 29 38 64 75 84 86
0,1 92,5 90 91 92 92 92

150,58 93 90 90 92 93 91

' Eksempel 29

virkning af anti-ICaM-l-antistof ved undertrykkelse af
20afvisningen af transplanterede allogene organer.

For at vise virkningen af anti-ICAM-l-antistof
ved undertrykkelse af afvisningen af et allogenisk
transplanteret organ, transplanteredes Cynomolgus aber
med allogene nyrer i overensstemmelse med fremgangs-

25maden beskrevet af Cosimi et al. (Transplant. Proc. 13:
499-503 (1981)) med dem andring at valium og ketamin
benyttedes som anasthesia. '

Nyretransplantationen gennemfortes sdledes i det
vasentlige som felger. Heterotropisk nyreallotransplan-

30tation gennemfortes i 3-5 kg Cynomolgus aber, 1 det
vesentlige som beskrevet af Marquet (Marguet et al.,
Medical Primatology, Part 1I, Basel, Karger, s. 125
(1972)) efter induktion af anasthesia med valium og
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ketamin. Ende-til-side anastomoser af donor nyrekar
pa et stykke af aorta eller vena cava konstrueredes
under anvendelse af 7-0 Prolene sutur. Donorureter spa-
tuleredes og implanteredes ind i1 blazren ved hver ek-
stravesiale adgang (Taguchi, Y., et al., i Dausset et _
al. (eds), in: Advances in Transplantation, Baltimore,
wWilliams & Wilkins, s. 393 (1968)). Nyrefunktion eva-
lueredes ved ugentlig eller to gange ugentlig serum-
creatinin-bestemmelser. Yderligere skaffedes hyppige
allotransplantationsbiopsier til histopatologiske
undersegelser, og fuldstendige autopsier gennemfoertes
pd alle ikke-overlevende modtagere. Hos de fleste mod-
tagere gennemfortes bilateral nephrectomi pd transplan-
tationstidspunktet og efterfelgende wuremisk ded be-
tragtedes som slutpunktet for allotransplantations- -

overlevelse. Hos nogle modtagere gennemfortes
unilateral nativ nephrectomi og kontralateral ureteral
ligation pa transpladtationstidspunktet. Nar allotrans-
plantationsafvisning forekom fjernedes ligaturen pa den
autologe ureter, hvilket resulterede i restituering
af normal nyrefunktion og muligheden for at fortsatte
immunologisk registrering hos det modtagne dyr.

Monoklonalt antistof R6-5-D6 administreredes
dagligt i1 12 dage, startende to dage fer transplanta-
tion, i en dosis pi 1-2 mg/kg/dag. Serumkoncentrationer
af creatinin testedes periodisk for at registrere af-
visning. Vvirkningen af anti-ICAM-1l-antistof pad immuno-
systemets afvisning af de allogeniske nyrer er vist
i Tabel 15.
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Tabel 15
Overlevelsestid for allogene nyremodtagere.

Kontrol- Overlevelses- R6-5-D6 be- Overlevelses-
.abe¥F tid (dage) handlet abe tid (dage)?

1 8 1 20

2 11 2 8

3 11 3 30

4 10 4 31

5 9 ) 11

6 10 6 23P

2 pyrene tildeltes 1-2 mg/kg/dag i 12 dage startende
2 dage for transplantationen.
b Stadig i live den 8. april 1988.

Resultaterne visér at R6-5-D6 var effektiv ved
forlengelse af livet hos aber, der modtog allogene nyre-
transplanteringer.
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PATENTI KRAV

1. Monoklonalt antistof, kendetegnet
ved, at det er R6-5-D6, der er‘i stand til at binde
til et molekyle, valgt fra gruppen bestlende af ICAM-
1 og funktionelle derivater af ICAM-1.

2. Antistof ifelge kravl, kendetegnet
ved, at molekylet er i stand til at binde til en re-
ceptor, der findes pa overfladen af en lymfocyt, og
at bindingen af antistoffet til molekylet svakker mo-
lekylets evne til at binde til lymfocyttens receptor-
molekyle.

3. Antistof ifelge et vilkarligt af kravene 1-2,
kendetegnet ved, at det er pad merket form.

4. Hybridomacelle, kendetegnet ved, at
den er i stand til at producere det monoklonale anti-
stof ifolge et vilkarligt af kravene 1, 2 eller 3.

S. Hybridomacelle, kendetegnet ved, at
den er i stand til at producere det monoklonale anti-
stof R6-5-D6, idet cellen er ATCC HB 9580.

6. Fragment af antistoffet ifelge et vilkarligt af
kravene 1-3, kendetegnet ved, at det er i
stand til at binde til molekylet.

7. Fragment af antistoffet ifelge krav 6, k e n -
d e‘t egnet ved, at det er pa merket form.

8. Fremgangsmade til diagnosticering af tilstede-
verelsen og lokaliseringen af en ICAM-l—eksprimérende
tumorcelle i et pattedyr eller menneske, som man for-
moder indeholder en sadan celle, kendeteg -
n et ved, at den omfatter:

(a) inkubering af en vaevspreve fra individet, med
en blanding indeholdende en detekterbart mzrket bin-
dingsligand, der er i stand til at binde til ICAM-1,

idet liganden valges fra gruppen bestéende af et an-
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‘tistof ifelge et vilkarligt af kravene 1-3 og et

fragment af et antistof ifelge et vilkarligt af kra-
vene 6 eller 7, hvor fragmentet er i stand til at
binde til ICAM-1, og

(b) detektering af bindingsliganden.

9. Farmaceutisk praparat, kendetegnet

ved, at det indeholder et antistof eller toxinafledt

~antistof ifelge et vilkarligt af kravene 1-3, der er

i stand til at binde til et molekyle valgt blandt
ICAM-1 og et funktionelt derivat af ICAM-1, eller et
fragment af et antistof eller toxin-afledt fragment
af et antistof ifelge et vilkarligt af kravene 6 el-
ler 7, idet fragmentet er i stand til at binde til et
molekyle valgt blandt ICAM-1 og et funktionelt deri-
vat af ICAM-1, sammen med en inert farmaceutisk be-
rer.

10. Anvendelse af et antistof eller toxinafledt
antistof ifelge et wvilkarligt af kravene 1-3, der er
i stand til at binde til et molekyle valgt blandt
ICAM-1 og et funktionelt derivat af ICAM-1, eller et
fragment af et antistof eller toxinafledt fragment af
et antistof ifelge et vilkarligt af kravene 6 eller
7, hvilket fragment er i stand til at binde til et
molekyle valgt blandt ICAM-1 og et funktionelt deri-
vat af ICAM-1, til fremstilling af et farmaceutisk
preparat til behandling af inflammation, der stammer
fra en reaktion fra det specifikke forsvarssystem hos
et pattedyr eller menneske, eller til undertrykkelse
af vazksten af en ICAM-1-eksprimerende tuhor eller en

LFA-1-eksprimerende tumor.
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Figur I

LFA-1- positive EBV- transformerede B-lymfoblastoidceller
binder til ICAM-1 i plane membraner
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