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En vandopleselig humant-rhinovirus-(HRV)-hovedrecep-
tortilberedning omfatter fra dyreceller isoleret detergent-
kompleksbundet glycoprotein, som udtrykker hoved-~HRV-recep-
tor, og som udviser evne til at bindes til HRV-capsider og
1 det vasentlige reducere virussets smitteevne.
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Den foreliggende opfindelse angdr anvendelsen af et
humant rhinovirus (HRV) -hovedreceptorprazparat til fremstilling
af et lageﬁiddel til inhibering af initieringen eller spred-
ningen af rhinovirusinfektion.

Det har wvist sig, at man kan isolerxe af HRV-recep-
torproteiner, som kan bindes til HRV og derved blokere virus-
sens smittevne. Denne egenskab kan fungere som basis for at
inhibere initieringen eller spredningen af HRV-infektion,
bedre kendt som almindelig forkelelse.

For at inficere vartsceller skal vira nedvendigvis
bindes til og derpa trange ind i celler for at pabegynde en
infektion. Siden 1959 har der i 1litteraturen samlet sig
beviser pad, at tilstedevarelsen af specifikke bindingssteder
(receptorer) pa vartsceller kunne vare en overvejende deter-
minant for vigse viras vavstropisme [J.J. Holland og L.C.
McLaren, The Mammalian Cell-Virus Relationsship. II. Absorp-
tion, Reception, and Eclipse of Poliovirus by HeLa-Cells,
J. Exp. Med. 109, 487-504 (1959); J.J. Holland, Receptor
Affinities as Major Determinants of Enterovirus Tissue Tro-
pisms in Humans, Virology 15, 321-326 (1961)]. Blandt picor-
navira, sasom poliovirus, coxsacchie-virus og rhinovira er
specifik binding til vartsceller blevet pavist. Ved konkur-
renceforseg er det blevet pavist, at nogle af disse recep-
torer kan skelnes fra hinanden derved, at metningen af én
virus' receptor ikke havde nogen virkning p4 bindingen af
en anden virus. [K. Lonberg-Holm, R.L. Crowell og L. Philip-
son, Unrelated Animal Viruses Share Receptors, Nature 259,
679-681 (1976)].

Rhinovira udger den sterste familie af picornavira
med 115 szrskilte serotyper identificeret til dato. En stor
fraktion af rhinovira (skennes at vare 80%) synes at bindes
til en falles receptor pa humane celler. (G. Abraham og
R.J. Colonno, Many Rhinovirus Serotypes Share the Same Cel-
lular Receptor, J. of Virology 51, 340-345 (1984)]. I
1985 er isoleringen af et monoklont antistof beskrevet, som
synes at vare rettet mod den overvejende rhinovirus-receptor.
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[W.J. Colonno, P.L. Callahan og W.J. Long, Isoclation of a
Monoclonal Antibody that Blocks Attachment of the Major
Group of Human Rhinoviruses, J. of Virology 57, 7-12 (1986)].
Det inhiberer infektion af celler med de pagazldende serotyper
af rhinovirus, og det inhiberer binding af radiomerket rhi-
novirus til celler. Denne gruppe rapporterer derefter, at
det monoklone antistof bindes til et protein med en tilsyne-
ladende molekylvagt pa 90.000 dalton. (J.E. Tomassini og
R.J. Colonno, Isolation of a Receptor Protein Involved in
Attachment of Human Rhinoviruses, J. of Virology 58, 290-
295 (1986)]. Dette monoklone antistof er blevet anvendt til
kliniske prever med primater og mennesker og menes at til-
vejebringe en vis beskyttelse mod rhinovirus-infektion.

Der findes adskillige andre rapporter om forseg med
terapeutisk indgriben i rhinovirus-infektioner. Intranasal
indgift af interferon hos mennesker har veret forsegt. [R.M.
Douglas m.fl., Prophylactic Efficacy of Intranasal «a-2-In-
terferon against Rhinovirus Infections in the Family Setting,
The New England J. of Medicine, 314, 65-75 (1986)]. I dette
tilfelde fandt man signifikant reduktion af infektionens
sverhedsgrad, selv om der blev observeret nzseblod som en
bivirkning. Der er ligeledes blevet afprevet flere disoxaril-
analoge ("Win"-forbindelser), som reducerer smitteevnen hos
en rekke picornavira (med starkt varierende effektivitet,
afhangig af serotypen), i vevskultur og i nogle dyremodeller.
(M.P. Fox, M.J. Otto og M.A. McKinlay, Antimicrob. Ag. and
Chemotherapy 30, 110-116 (1986)]. Disse forbindelser synes
at inhibere replikation pd et trin efter receptorbinding,
sandsynligvis i et eller andet trin i virusafdzkning. Atom-
coordinaterne for disse forbindelsers bindesteder inden for
serotype HRV14's virale capsid er blevet konstateret ved
hjzlp af rentgen-krystallografi og er placeret i en hydro-
fobisk lomme, der forekommer i hver protomer enhed i cap-
sidet. [T.J. Smith m.fl., The Site of Attachment in Human
Rhinovirus 14 for Antiviral Agents that Inhibit Uncoating,
Science 233, 1286-1293 (1986)]. Bindingslommens sarlige
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funktion, hvis der er nogen, kendes ikke, men praparat-re-
sistente mutanter med ombytninger af en enkelt aminosyre i
denne region forekommer med stor frekvens og er levedygtige.
[J. Badger m.fl., Structural Analyses of a Series of An-
tiviral Agents Complexed with Human Rhinovirus 14, PNAS
85, 3304-3308 (1988)). Dette resultat satter spergsmalstegn
ved sadanne forbindelsers effektivitet som lagemiddel. Der
findes rapporter om produktion af anti-peptid-antistoffer i
kaniner ved brug af peptider afledt fra aminosyresekvensen
i det virale capsids proteiner, som ordner "receptor canyon'-
en i HRV14. [J. McCary og G. Werner, Different Rhinovirus
Serotypes Neutralized by Antipeptide Antibodies", Nature 329,
736-738 (1987)]. Selvom disse seras titre er ret lave, pa--
vises kryds-serotype-beskyttelse af celler i vavskultur
fra rhinovirus-infektion, hvilket stiller muligheden for en
vaccine i udsigt.

Det har vist sig, at man kan isolere et HRV-receptor-
protein fra celler med den egenskab, at de blokerer HRV-
infektion. I betragtning af den heje affinitet, som virusset
har for receptoren, er den hypotese blevet fremsat, at et
terapeutisk middel, der er effektivt mod HRV-infektion,
kunne vare selve receptoren, eller is®r receptorens virus-
bindende domzne. Et protein, proteinfragment eller peptid,
som omfatter det virus-bindende domzne, kunne blokere virus'
evne til at bindes til vartsceller ved at besatte (blokere)
den receptor-bindende spalte pA virusset. Eftersom endvidere
et sadant molekyle ville udgere nogle eller alle de molekyle-
kontakter med viruscapsidet, som receptoren har, ville vi-
rusmutationer, som negativt pavirker molekylets binding af
receptoren, negativt pavirke receptorens binding og ville
sadledes vare skadelige eller dedelige for virusset; derfor
ville sandsynligheden for przparat-resistente mutanter vare
meget ringe. Endvidere ville et sidant molekyle vare humant,
hvilket reducerer sandsynligheden for, at det er antigent
hos mennesker.

Det har nu vist sig, at den overvejende humane rhi-
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novirus- (HRV) -receptor kan isoleres som en vandopleselig
tilberedning, der udviser den enskede egenskab, at den bindes
til HRV-cépsider og 1 vasentlig grad reducerer virussets
smitteevne. Tilberedningen foreligger i form af detergent-
kompleksbundet g}ycoprotein isoleret fra dyreceller, for-
trinsvis pattedyreceller, som udtrykker hoved-HRV-recep-
toren. Det rensede receptorprotein kan karakteriseres pa fel-
gende made. Det er et glycoprotein med en tilsyneladende
molekylvaegt pd 95.000 dalton og omfatter bindingsstedet for
HRV. Glycoproteinet indeholder 6-7 asparaginforbundne oligo-
saccharid-kader og foreligger i tilberedningen i form af et
detergent-micelle-bundet protein.

Opfindelsen angdr sdledes anvendelsen af et humant
rhinovirus (HRV) -hovedreceptorpraparat indeholdende ICAM-1-
monomer af funktionelle domzner, fragmenter eller analoger
omfattende det test-Ig-lignende domazne af ICAM-1, som udviser
evne til binding til HRV-capsider, til fremstilling af et
legemiddel til inhibering af initieringen eller spredningen
af rhinovirusinfektion, og opfindelsen angdr tillige anven-
delsen af et humant rhinovirus (HRV)-hovedreceptorprazparat
indeholdende en forbindelse fra gruppen: det hele ekstracel-
lulzre domzne af ICAM-1, aminosyrerne 1-200, tl1CAM (1-453),
t1CAM (1-283), t1CAM (1-184) eller t1CAM (1-88), som udviser
evne til binding til HRV-capsider, til fremstilling af et
lezgemiddel til behandling af rhinovirusinfektion.

Generelt kan hoved-HRV-receptor-tilberedningen fas
ved ekstraktion af passende dyreceller, som man véd udtrykker
hoved-HRV-receptoren, med et ikke-ionisk detergent, efter-
fulgt af immunrensning. Mange humane cellelinier udtrykker
receptoren, sdsom HeLa og WI38. En hvilken som helst af
disse humane HRV-receptor-kilder kan ekstraheres. Sarlig
anvendelige er Hela-celler. Desuden kendes transficerende
ikke-humane pattedyrecellelinier, som udtrykker HRV-recep-
toren, eller de kan fremstilles, hvilket udger en anden
anvendelig receptorkilde. Is®r udger transficerende cel-
lelinier, der er beskrevet i offentliggjort Europa-patent-
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* ansegning nr. 0.319.815, en narliggende receptorkilde, isar

saddanne sekundzre transfektanter, som er blevet udvalgt for
receptoroverekspression. Andre dyreceller, som er kendt pa
omridet eller senere er blevet udviklet, sdsom insektvavs-
kulturceller, som er blevet transficeret med genet og ud-
trykker receptor;n, kan ogsd anvendes.

Hovedsagelig et hvilket som helst ikke-ionisk deter-
gent kan anvendes til ekstraktion, forudsat at proteinrecep-
torens oprindelige konformation ikke edelagges. Denaturering
af receptoren kan bestemmes ved at overvage det ekstraherede
proteins evne til at inhibere virussmitteevne eller felsomhed
over for proteolyse. Det er blevet konstateret, at receptoren
kan denatureres ved opvarmning ved 60°C i 30 min. eller ved
behandling med 1% SDS, hvilket viser, at man ma serge for
at bibeholde HRV-bindingsstedets oprindelige konformation.
Eksempler p& anvendelige ikke-ioniske detergenter er alkyl-
polyoxyethylenethere (sdsom Brij), alkylphenylpolyoxyethyl-
enethere (sdsom Triton X-100 og Nonidet P-40), acylpolyoxy-
ethylensorbitanestere (sdsom Tween), og f3-D-alkylglucosider,
idet Triton X-100 anses for sarlig foretrukket.

Negletrinnet i rensningen af receptoren er fraktio-
nering med stazrkt selektivt anti-receptor-antistof. Den
nemmeste made til opnaelse af et sadant antistof er mono-
klone metoder. Det foretrazkkes iszr at fremstille monoklone
muse-antistoffer ved dannelse af hybridomcellelinier ud fra
fusionering af muse-myelomceller og muse-transficerende
celler, der udtrykker HRV-receptoren. Yderligere enkeltheder
findes i offentliggjort Europa-patentansegning nr. 0.319.815.
Efter at detergent/glycoprotein-komplekserne, der fas fra
celleekstrakten, er bundet til det valgte monocklone antistof,
adskilles komplekser, der er bundet til antistof, fra det
evrige af blandingen. Derefter dissocieres detergent/recep-
tor-komplekser bundet til antistof, idet man atter serger
for at forhindre denaturering, og den opndede vandopleselige
receptortilberedning isoleres. Passende betingelser til
dissociering af detergent/receptor-komplekser fra antistoffet
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* kan konstateres empirisk og kan forventes at variere noget

fra antistof til antistof. Dissociering ved at have pH har
i nogle tilfzlde vist sig at vere mest effektiv ved lavt
pH eller hejt saltindhold, betingelser, der fungerer, men
som giver lavere proteinudbytter.

Det foretrzkkes at udfere en mellemliggende rensning
for rensning med antistof. S&danne mellemliggende trin om-
fatter adsorbering af de detergent-ekstraherede proteinkom-
plekser pd en lectin, der kan binde HRV-receptor, fraskil-
lelse af absorberede komplekser fra resten af blandingen og
dissociering af sddanne komplekser til efterfelgende behand-
ling med antistof. Valget af lectin og dissocieringsbetin-
gelser er i reglen empirisk. Det har vist sig, at HRV-recep-
toren bindes p& passende made til hvedekimagglutininlectin
og dissocieres effektivt ved vask med en oplesning af N-
acetylglucosamin. Da oligosacchariderne pd receptorproteinet
ikke er fuldstandig karakteriserede, og fordi receptorpro-
teinet kan glycosyleres forskelligt pa forskellige celletyper
(f.eks. musecelletransfektanter), kan det forventes, at ogsa
andre lectiner er egnede. Valg af et passende alternativ
til hvedekimagglutinin og/eller elueringsmiddel kan overlades
til fagfolk pad omradet.

Den opnaede tilberedning kan behandles med proteoly-
tiske midler, sasom proteaser, f.eks. trypsin, til fremstil-
ling af mindre glycoproteinfragmenter, som bibeholder evnen
til at binde og reducere HRV's smitteevne. Saledes kan pep-
tidfragmenter spaltes fra den endestillede region i glyco-
proteinet, f.eks. C-endestillingen, hvilket giver glycopro-
tein-fragmenter, som bibeholder HRV-binding. S&danne glyco-
protein-fragmenter kan f.eks. have en tilsyneladende mole-
kylvegt mellem ca. 80.000 og ca. 95.000 dalton. Mindre frag-
menter, som bibeholder receptorens HRV-bindingsdomsne, anses
ogsd for at vaere omfattet af den foreliggende opfindelses
omfang.

Receptor-tilberedningen har vist sig at inhibere
virussets smitteevne, formodentlig ved at bindes til HRV-
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capsidet, s4 at dets evne til at binde og inficere humane
celler blokeres. En sddan iagttagelse viser, at receptortil-
beredningeh vil vare anvendelig til at reducere infektionen
af humane vartsceller in vivo ved at bringe virusset i kon-
takt med tilberedningen under betingelser, der er egnede
til binding med virusset. En terapeutisk form vil vare en
vandig oplesning af receptoren i nerver af ikke-ionisk de-
tergent for at bibeholde receptoren i oplesning og i dens
oprindelige konformation. Detexrgenter med lavere kritiske
micelle-koncentrationer, sasom alkylpolyoxyethylenetheren
Brij 58, vil vare at foretrzkke for at reducere koncentra-
tionen af detergent i den terapeutiske oplesning. Receptor-
tilberedningen kan indgives in vivo ved passende kontakt-
med de omrader af kroppen, der kan inficeres med HRV, f.eks.
ved hjzlp af intranasal spray.

Opfindelsen vil i det felgende blive belyst ved hj=zlp
af nedenstdende eksempler, som dog ikke skal fortolkes be-
gransende.

Fremstilling af renset human rhinovirus-receptor- (HRR)-pro-

tein

(1) Humane celler (f.eks. HeLa) eller muse-L-celle-
transfektanter (f.eks. cellelinierne, der er beskrevet i
offentliggjort Europa-patentansegning nr. 0.319.815), dyrkes
op 1 store antal som cellulzre monolag i standard-vavskul-
turmedium (Dulbecco's modificerede essentielle medium in-
deholdende 10% kalvefosterserum; transficerende celler holdes
i samme medium indeholdende HAT (hypoxanthanin/aminoptherin/-
thymidin) for at opretholde selektive tryk for udvalgelses-
markeren (Herpes TK). Celler opleses i én time ved 4°C i en
fysiologisk puffer (phosphatpufret saltoplesning) indehol-
dende en ikke-ionisk detergent f.eks. Triton X-100) (T-puf-
fer) og en blanding af protease-inhibitorer (aprotinin,
leupeprin ved 10ug/ml, EDTA ved 1 mM) for at forhindre pro-
teolytisk nedbrydning af receptoren. Uopleseligt materiale
fjernes ved filtrering gennem et 0,22 u filter.
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{2) Ekstrakten absorberes pd en affinitietsharpiks,
der indeholder hvedekimagglutinin (WGA), (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA), tvarbindes til Sepharose i 18
timer ved 4°C under forsigtig blanding (2 ml pakket harpiks
indeholdende 5 mg WGA/ml harpiks, pr. 107 celler). Affini-
tetsharpiksen vaskes derpa omhyggeligt med puffer for at
fjerne ubundne glycoproteiner og elueres med det konkur-
rerende monosaccharid N-acetylglucosamin (0,3 M N-acetylglu-
cosamin i T-puffer) i én time ved stuetemperatur.

(3) WGA-Sepharose-elueringsmidlet absorberes derpd til
en affinitetsharpiks, hvortil der er koblet renset monoklont
antistof mod HRR (f.eks. ATCC HB 9%a594, der omtales i of-
fentliggjort Europa-patentansegning nr. 0.319.815. Det mono-
klone antistof IgG renses ved ammoniumsulfat-faldning I[P.
Parham, Meth. Enzymol. 92, 110-138 (1983)] efterfulgt af
affinitetschromatografi pd enten protein A-Sepharose [P.L.
Ey m.fl., Immunochem. 15, 429-436 (1978)] eller en Abx-ko-
lonne (J.T. Baker Co., Phillipsburg, NJ, USA) ved at folge
fabrikantens anvisninger. Monoklont IgG-affinitetsharpiks
fremstilles ved at koble IgG til cyanogenbromid-aktiveret
Sepharose (P. Parham, supra).

Efter at der er tilsat 10 ug/ml humant transferrin
for at blokere adsorption af transferrin-receptor til harpik-
sen, inkuberes elueringsmidlet ved 4°C i 18 timer med har-
piksen under blanding (40-200 ul harpiks indeholdende 5 mg
IgG/ml harpiks, pr. 102 celler), vaskes udtemmende med T-
puffer for at fjerne ubundne proteiner og elueres derpi
under ikke-denaturerende betingelser med en hoj-pH-puffer
[0,05 M diethanolamin (pH 11,5) med 0,1% Triton X-100] i én
time ved stuetemperatur. Elueringsmidlet fjernes, neutrali-
seres ved tilsztning af 0,2 volumendele 1 M HEPES (pH 7,2)
og dialyseres mod tre skift af en fysiologisk puffer inde-
holdende en smule ikke-ionisk detergent for at opretholde
receptorens opleselighed (0,01 HEPES, 0,150 M NaCl, 0,001
M CaCl,, 0,1% Triton X-100, pH 7,5).

Receptoren kan renses yderligere ved hastighedssedi-
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mentation ved hjzlp af saccharose-gradienter for at fjerne
en gruppe mindre forureninger med hej molekylvagt (>200.000
dalton). Réceptortilberedningen lejres foroven pd en 15-35%
saccharose-gradient (samlet volumen ca 4,5 ml) og centrifu-
geres ved 300.000 x G i 18 timer ved 4°C. Fraktioner opsamles
fra gradienten,-Bg fraktioner, der indeholder rhinovirus-
receptor, der sedimenterer ca. 1/3 ned ad gradienten, slas
sammen, inddampes (om nedvendigt) og dialyseres.

(4) Den opnadede tilberedning ud fra HelLa-celler viser
sig at indeholde et glycoprotein med en tilsyneladende mole-
kylvegt pad 95.000 dalton. Ud fra muse-transfektant-celler
isoleres et protein med samme molekylvagt, men med sterre
heterogeneitet (efter analyse ved SDS-PAGE). Det isolerede
protein har vist sig at omfatte rhinovirus-receptoren ved:
(a) Immunfeldning ud fra med 1251 overflademazrkede HeLa-
celler og musetranfektanter, der udtrykker den humane rhi-
novirus-receptor med et monoklont antistof, som inhiberer
rhinovirus' binding til celler.

(b) Immunfeldning af renset med 125; market receptor med
monoklont ATCC HB 9594 antistof.

(5) Der fremstilles et tryptisk fragment ved at for-
deje receptoren med 1% (vagt E/vagt receptorprotein) trypsin
i én time ved 37°C. Reaktionsblandingen paferes p& en GF-
450 gelfiltreringskolonne (Dupont), der er bragt i ligevagt
i N-puffer, og det proteolytiske fragment adskilles fra en-
zymet. Analyse af de opndede fragmenter ved hjzlp af SDS-
PAGE viser en blanding af et receptorfragment pa& 90.000
dalton og et receptorfragment pd 83.000 dalton. Disse frag-
menter elueres i samme position pa en gelfiltreringskolonne
som intakt receptor, hvilket tydexr p&, at de er bundet til
en detergent-micelle. Aminosyre-sekvensbestemmelse af frag-
menterne giver ingen sekvens, hvilket viser, at de ligesom
den intakte receptor har en blokeret N-endestilling, og
endvidere, at peptider, der mistes fra 90.000- og 83.000
dalton-fragmenterne, er fra proteinets C-endestilling.
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Karakterisering af tilberedningen

(1) Receptortilberedningens renhed bedemmes ved hjzlp
af SDS—PAGE ved selvfarvning. Mzngdebestemmelse af protein
foretages ved at sammenligne selvfarvet protein med en rzkke
standard-proteiner med kendt mazngde pa SDS-PAGE og bekrazftes
ved hjzlp af aminosyre-analyse, idet man gar ud fra en pro-
tein-molekylvaegt p& 50.000 dalton (sker ved at bestemme den
tilsyneladende molekylvagt pad SDS-PAGE for deglycosyleret
receptor) .

(2) Proteinet viser sig ved fordejelse af kerne-gly-
cosyleret receptor med endoglycosidase H at vare et glyco-
protein, der indeholder 6-7 asparagin-bundne oligosaccharid-
keder. Efter gelfiltrering elueres receptoren med et volumen,
der svarer til en protein-molekylvagt pa 250.000 dalton.
Denne oplysning sammen med bevis fra kemiske tverbindings-
forseg, der viser, at receptoren er en monomer, stemmer
overens med receptoren, der opferer sig som et protein bundet
til en detergentmicelle.

(3) Det rensede receptor-protein viser sig at bindes
til rhinovirus in vitro. Nar med 125I market og med 35s-
cystein metabolisk merket HRR inkuberes i 30 min. ved 34°C
med 1 pg/ml HRV14 eller HRV3, viser det sig at associere
med virus ved sedimentering i saccharose-gradienter eller ved
pelletering i en centrifuge med hej hastighed. Det kan pa-
vises, at denne binding er specifik ved at lade bindingen
med radiomzrket receptor konkurrere med umzrket receptor.
Reaktionen in wvitro har samme temperaturafhzngighed som in
vivo: receptor bindes til virusset ved ved 37°C, men ikke
ved 4°C.

(4) Receptoren viser sig at inhibere rhinovirus'
smitteevne, ndr man inkuberer HRR med virus {(under de samme
betingelser som beskrevet ovenfor, hvor binding kan pavises)
og derpd afprever de opndede blandinger med hensyn til smit-
teevne ved en begrznsende standard-fortyndingssmitteevnepre-
ve. Der fremstilles en Hela-celle-suspension ved frigerelse
med 0,03% EDTA/PBS i 10 min., og cellerne vaskes i 2% FBS/-
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DMEM (I medium) med 10 mM HEPES og justeres til en koncen-
tration pd 1,1 x 107 celler/ml. Virus eller virus/receptor-
blandingef fortyndes serievis i I medium, og 20 gl virus
blandes med 180 ul celler og inkuberes i 60 min. ved stue-
temperatur. Blandingen fortyndes derpa med 9 volumendele I
medium og udstryges i 8-10 fordybninger pa en vavskulturplade
med 96 fordybninger (ca. 200 pl/fordybning) og dyrkes ved
34°C i 5 dage. Kulturerne far derpa point efter CPE (cyto-
patisk virkning), og titeren af den oprindelige beholdning
bestemmes ved hjalp af felgende formel:

antal dede fordybninger/10 x 50 x fortyndingsfaktor = PFU/ml

Resultaterne ses 1 nedenstdende tabel.

TABEL

Virus HRR (M/L) Virustiter (PFV/ml
HRV14 0 2 x 107
" 6,6 x 1079 3,5 x 106
" 2 x 10°8 4,5 x 108
n 6,6 x 1078 2 x 106
n 2 x 1077 3 x 104
HRV3 0 2,5 x 10°
" 6,6 x 10°9 3 x 10°
" 2 x 10-8 3,5 x 10°
" 6,6 x 10-8 3,5 x 104
n 2 x 107 5 x 103

Der afpreves yderligere HRV-serotyper. HRV4, -11-,
-17- og -89-serotyper (hovedklasse) inhiberes af virusset,
hvorimod HRV la og 2 (mindre klasse) ikke inhiberes.

De ovenfor beskrevne resultater viser, at det rensede
HRR kan blokere smitteevnen hos rhinovira, der herer til
hovedreceptorklassen af rhinovira. Receptorproteinets in-
hiberende egenskab pa smitteevnen har forbindelse med dets



10

15

20

25

30

35

DK 174095 B1

12

evne til at bindes til virusset og formodes at virke bloke-
rende p& receptorbindingsstedet pad virusset. Denne egenskab
hos recepéoren kommer til udtryk ved lave koncentrationer
af receptorproteinet og viser en hej affinitet hos receptoren
for virusset. ngydningen af disse resultater er, at den
rensede opleselige receptor kan anvendes til at inhibere
igangs®tningen af spredningen af rhinovirus-infektioner in
vivo. Det rensede protein udger ogsd en kilde til materiale,
hvorfra mindre proteinfragmenter og peptider kan derivati-
seres, der har samme aktivitet som den intakte receptor.

P4 tegningens fig. 1 ses ICAM's aminosyresekvens
(minus signalsekvens). Sekvenser, der fas fra peptidfrag-
menter i HRR, vises med punkterede eller stiplede linier
under ICAM's tilsvarende sekvens; stiplet betyder sikkert
angivne peptidsekvenser, punkteret betynder tvivlsomme an-
givelser, og xx betyder ukorrekte bestemmelser af tvivlsomme
angivelser. Tallene under peptidsekvenser viser kodenanvnet
pd proteinsekvensbestemmelsesforseget.

Derpad underkastes renset protein begraznset eller
komplet proteolytisk nedbrydning, peptider renses enten ved
omvendt -fase-chromatografi, gelfiltrering eller SDS-PAGE og
underkastes derpd automatiseret proteinsekvensbestemmelse.
Disse sekvenser anvendes til at sege i proteinsekvens- (NRFB
og MIPSX) og DNA-sekvensdatabaser (genbank). Der foretages
en matchning af alle kendte peptidsekvenser bestemt ud fra
HRR-protein.

[Intercellulzr Adhesion Molecule-1, Simmons m.fl., "ICAM,
An Adhesion Ligand of LFA-1, Is homologous To The Neural
Cell Adhesion Molecule of NCAM", Nature 331, 624-627
(1988)]. ICAM underseges af andre forskere pd grund af sin
rolle med hensyn til T-lymphocytters adhasion til en rakke
forskellige celletyper. Man har fremsat den hypotese, at
ICAM (der forekommer pa fibroblaster, epithelceller, leu-
kocytter og endothelceller) samvirker med en struktur kaldet
LFA-1 (med lymphocyt-funktion associeret antigen-1), der
forekommer pa T-lymphocytters overflade, og derved er an-
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svarlig for adhesionen til disse celletyper.

Man har nu bestemt sekvensen i 106 aminosyrer i rhi-
novirusrecéptoren, og alle 106 passer nejagtig til sekvensen
i ICAM (ud af ialt 507 aminosyrer, der er forudsagt for
ICAM-sekvensen) . Andre biokemiske informationer understetter
HRR's identitet-hed ICAM. For det ferste har det primere
MRNA-translationsprodukt, der er syntetiseret i1 et in vitro-
translationssystem, en tilsyneladende molekylvaegt pa 55.000
dalton, hvilket er den samme som ICAM's. For det andet har
den HRR-proteintype, der findes i celler forgiftet med tu-
nicamycin, der er en specifik inhibitor af asparagin-bundet
glycosylering, en tilsyneladende molekylvagt pa 54.000 dal-
ton, hvilket passer med fjernelsen af en signalsekvens fra.
proteinets N-endestilling. For det tredie viser delvis for-
dejelse af kerne-glycosyleret HRR-protein tilstedevarelse
af 7 aspargin-bundne carbonhydrat-grupper, hvilket stemmer
med tilstedevarelsen af 8 mulige carbonhydrat-acceptorse-
kvenser (N-S/T) i ICAM's aminosyresekvens. Endelig bestem-
mes HRR's chromosomkortposition til at vare humant chromosom
19, identisk med, hvad der er konstateret for ICAM.

Eftersom det komplette nucleotid og aminosyresekvensen
i ICAM er blevet bestemt, og der er vasentlige, om ikke
overveldende tegn pd, at ICAM og HRR er de samme eller
meget lignende molekyler, kendes nu rhinovirusreceptorens
komplette aminosyresekvens. Bestemmelsen af denne aminosyre-
sekvens, som er dette molekyles partielle kemiske struktur,
giver mulighed for at udforme og producere en stor mangde
receptorprotein, fragmenter, funktionelle domener og afkorte-
de versioner samt receptorproteinanaloge og peptider, som
har inhiberende aktivitet over for rhinovirus- og coxsackie
A-virusinfektion. Den komplette aminosyresekvens giver ogsa
oplysninger, der er nedvendige for biofysiske og biokemiske
undersegelser af rhinovirus/receptor-samspil, som vil fere
til identifikationen af afgerende molekylare kontakter, som
kan anvendes til udformningen af hidtil ukendte inhiberende
molekyler.
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Eftersom ICAM-molekylet er et medlem af immunglobulin-
supergen-familien [Eur. J. Immunol. 15, 103-106 (1984)], og
eftersom andre picornavira, sdsom poliovirus og coxsackie-
virus, bindes til receptorer, hvis gener er anbragt pa chro-
mosom 19, er det_muligt, at ICAM kan anvendes som basis for
udviklingen af terapeutica til modvirkning af infektioner
ogsa af andre picornavira. Det er muligt, at ICAM eller frag-
menter deraf er anvendelige direkte som terapeutica til
andre virus- og inflammationssygdomme. Alternativt vil kend-
skabet til ICAM-struktur vare anvendeligt til identifikation
af sadanne viras receptorer. Endvidere er ICAM-1 nart be-
slzget med to adh®sionsproteiner i det voksne nervesystem,
neuralt celleadh®sionsmolekyle (NCAM) og myelin-associeret
glycoprotein (MAG) og en familie af epithelcellemolekyler,
herunder CEA, NCA, TM-CEA og de graviditets-specifikke B1-
glycoproteiner. NCAM, MAG og ICAM-1 har hver 5 immunglobulin-
lignende domzner, jfr. Dustin m.fl., "Supergene Families
Meet In The Immunesystem", Commentary, Elsevier Publications,
Cambridge (1988). Slagtskabet mellem picornavira og super-
genfamilien bestdende af ICAM, NCAM og MAG danner basis for
udviklingen af proteiner, proteinfragmenter, funktionelle
domazner, analoge og blandinger deraf til inhibering af smit-
teevnen hos denne virusklasse.

Kendskab til aminosyresekvensen og oplysninger om
ICAM-proteinet sammen med kendskabet til HHR og rhinovirus
danner basis for de felgende forslag til udformning af pro-
teinfragmenter og analoge til behandling af rhinovirus-in-
fektion og til behandling af inflammation.

Opleselige former af biologisk aktivt vartscellepro-
tein kan anvendes til at inhibere virusinfektion i modsatning
til det cellemembran-bundne receptorprotein, som i reglen
letter infektionen. Opleselige former af biologisk aktivt
receptorprotein, proteinfragmenter, funktionelle domzner
eller analoge kan omfatte anvendelsen af detergenter som
beskrevet ovenfor. Alternativt kan eliminering af C-ende-
stillingen gere proteinet (rne) opleseligt(e). Et biologisk
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aktivt tryptisk fragment er en blanding af to arter, én med
en tilsyneladende molekylvagt pd 83.000 dalton og én pa
90.000 dalton (1 forhold til HRR pa 95 Kd). N-endestillingen
i begge arter blokeres, hvilket viser, at de begynder fra
rest 1 i det intakte HRR-molekyle, og peptider fjernes fra
C-endestillingen: Det sterst mulige fragment vil ga fra
rest 1 til rest 488. En nedadgdende andring i tilsyneladende
molekylvaegt i forhold til intakt HRR viser et tab p& >5.000
dalton eller 45 aminosyrerester, hvilket vil anbringe de
nye fragment-C-endestillinger i stillinger proximalt (N-
endestillet) til transmembransegmentet.

Eksempler pa opleselige fragmenter kan omfatte hele
det ekstracellulare domzne (op til a.a. 480) eller kan om- .
fatte én eller begge adskilte dele i det ekstracellulare
domzne (a.a. 1-200; 200-460) i receptorproteinets aminosyre-
sekvens. Det forventes endvidere, at mindre peptidfragmenter
kan udgere biologisk aktive analoge til inhibering af virus-
infektion.

En cDNA-klon med fuld lazngde af HRR isoleres fra et
cDNA-bibliotek over Hel- eller andre celler, der udtrykker
receptoren, ved at screene med oligonucleotider fremstillet
ud fra den offentliggjorte ICAM-1-sekvens. Konstruktion og
ekspression af domeznefragmenter af HRR opnds ved anvendelse
af etablerede rekombinant-DNA-metoder [Fisher m.fl., Nature
331, 76-78 (1988); Hussey m.fl., Nature 331, 78-81 (l988);
og Deen m.fl., Nature 331, 82-86 (1988)]. Et opleseligt
ekstracellulart domzne fremstilles ved i HRR at spalte en
cDNA-klon, der koder sekvensen, med Thal, som skzrer i po-
sition 37 i signalpeptidregionen og i position 1415, 12
aminosyrer for begyndelsen af det transmembrane domzne.
Syntetiske oligonucleotid-forbindelsesstykker tilfejes trin-
vis pa molekylets 5'- og 3'-ender for at genoprette signal-
pPeptidet og initiator ATG ved N-endestillingen og for at
indfere et ramme-translationsstopcodon ved C-endestillingen.
Stopcodonets position kan varieres, s& at der fremstilles
alternative afkortede former af molekylet. PA lignende made
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anvendes forskellige sjzldne skarerestriktionsenzymer til at
indsatte stopcodoner i andre regioner af molekylet. Restrik-
tionsenzymsteder medtages i enderne af forbindelsesstykkerne
for at tillade styret kloning til en rakke forskellige eks-
pressionsvektorer. Oligonucleotidsteds-dirigeret mutagenese
ved hjelp af gzngse metoder anvendes til at indfere restrik-
tionsenzymsteder, nar der ikke findes passende naturligt
forekommende steder. Yderligere anvendes polymerase-kadere-
aktions- (PCA) -metoden til at fremstille szrlige DNA-frag-
menter, der koder domzner og andre underregioner i moleky-
let.

De ovennavnte lesninger anvendes ogsa til fremstilling
af yderligere underfragmenter af receptoren, sasom de 5
jmmunglobulin-lignende dom@ner (resterne 1-88, 89-185, 186-
284, 285-385 og 386-453), Staunton m.fl., Cell 52, 925-333
(1988). I dette tilfazlde medtages der passende signalse-
kvenser til styring af proteinudskillelse til det ekspres-
sionssystem, der anvendes. Der anvendes forskellige eks-
pressionssystemer, herunder virale promotorer i pattedyre-
celler [Cate m.fl., Cell 45, 685-698 (1986)]; insektceller
[Smith m.fl., Proc. Acad. Sci. USA 82, 8404-84-8 (1985)];
og E.coli [Skerra og Pluckthun, Science 240, 1038-1041
(1988)]). Underfragmenter af receptoren, der fremstilles pa
ovennevnte made, afpreves for deres evne til at binde over-
vejende rhinovirus-serotyper og til at reducere virus' smit -
teevnie. Ekspression af det ekstracellulazre domzne som be-
gkrevet ovenfor anvendes ligeledes til at aflede tilstrak-
kelig mzngder af den opleselige receptor til strukturunder-
segelser, sasom rentgenkrystallografi.

Strukturundersegelser ved hjzlp af enzymatisk og
kemisk fragmentering af ureduceret ICAM-1 har kortlagt tre
disulfidbindinger af ialt 7 potentielle par og har forsegvis
kortlagt yderligere to disulfidbindinger. Disse resultater
viser disulfidbindinger mellem C108 og C159, mellem C210 og
C263 og mellemn C305 og C344; spaltning ved M64 med CNBr
viser, at C21 og C25 danner par med C65 og C69, og modelop-
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" bygning baseret p4 den Ig-lignende foldning viser pardannelse

af C21 til C65 og C25 til C69. Disse data bidrager til at
stette en strukturmodel af ICAM-1 med tre N-endestillede
Ig-lignende domzner (jfr. tegningens fig. 2).

Ud fra ICAM-1 cDNA konstrueres en rzkke cDNA'er
(tICAM'er eller‘forkortede ICAM'er), s& at de indeholder
premature stopcodoner ved aminosyrepositionerne 454, 284 og
185 i det modne protein til fremstilling udskilte proteiner,
der progressivt afkortes fra C-endestillingen. Afkortninger-
nes positioner udvalges pd basis af de forudsagte granser
for transmembrandomznet [tICAM(1-453)], immunglobulin-lig-
nende domzner 1+2+3 (tICAM)1-283) og immunglobulin-lignende
domzner 1+2 (tICAM1-183)) og immunglobulinlignende domzne
1 (tICAM(1-88). Proteinprodukterne af disse gener findes i
diagram i fig. 2 pd tegningen. De konstrueres ved hjzlp af
polymerasekadereaktioner (PCR) ved hjzlp af 5'- og 3'-oligo-
nucleotid-igangszttere, som overlapper ICAM-2-kodningssekven-
sen og indeholder restriktionsenzymsteder; 5'-igangsatteren
indeholder et yderligere EcoRl-sted, og 3'-igangsaztterne
indeholder et yderligere translationsstopcodon og et BamI-
sted. Disse DNA'er klones i korrekt retning ind i Bluescript-
SK-vektoren (Strategene), der er udskdret ved en HindIII/Xba-
fordeojelse. Disse gener og en kontrol-ICAM-1 c¢DNA med fuld
lzngde klones derpa i korrekt retning ind i ekspressionsvek-
toren CDM8 (Seed m.fl.) ved hj®lp af HindIII-stedet i genets
5'-ende og Xba-stedet i 3'enden. Disse plasmider transficeres
ind i COS-celler ved hj=lp af DEAE-dekstran-metoden, og
cellerne dyrkes i 72 timer for afprevning. Overfladeekspres-
sion overvages ved hjzlp af FACS ved brug af indirekte im-
munfluorescens og et monoklont antistof, der er specifikt
for ICAM-1. Udskillelse af ICAM-1 i mediet overvages ved
metabolisk merkning af celler i 7 timer med 35 S-cystein
efterfulgt af immunabsorption af kulturoverfaserne med en
monoklon anti-ICAM-1-sepharosepharpiks. Facs-analysen viser
tydeligt overfladeekspression af ICAM-1 i celler transficeret
med IBAM-1 i fuld lzngde; celler transficeret med CMS8-vek-
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" toren alene eller med tICAM (1-453) udviser ingen overflade-

ekspression. Nar materialet, der er isoleret fra de metabo-
lisk merkede kulturoverfaser, bliver analyseret ved hjalp af
SDS-PAGE efterfulgt af fluorgrafi, iagttages ingen ICAM-1 i
kontrol- eller fuld-langde-ICAM-1l-transfektanter, og der
udskilles et progéin pa& 80.000 dalton af tICAM (1-453)-trans-
fektanter, et protein p& 65.000 dalton af tICAM (1-283(-
transfektanter og et protein pd 43.000 dalton af tICAM )1-
184) -transfektanter. Nar det samme materiale farves for
protein ved selvfarvning, er det klart, at tICAM(1-453) i
det vasentlige er rent. Stabile transfektanter dannes ved
at transficere de samme cDNA'er blandet med genet for en
marker, der kan udvelges (thymidin-kinase til muse-L-celler,
dihydrofolatreductase til CHO-celler), ind i muse-Ltk-celler
eller hamster-CHO(dhfr-)-celler og underkastes praparatud-
valgelse (HAT-udvalgelse til Ltk-celler og methatrexat til
CHO(dhfr-) -celler). Overlevende celler klones, og kulturo-
verfaser fra disse celler screenes ved hjzlp af en radioim-
munpreve, hvor MAb ¢78,5 absorberes pa mikrotiterskile,
renset ICAM-1 eller kulturoverfaser inkuberet med de MAb-
overtrukne skale, og derefter pavises bundet ICAM-1 ved
inkubation med 125-mazrket MAb c78.4. Der fAs adskillige L-
celletransfektanter og én CHO-celletransfektant, der udskil-
ler tICAM(1-453) og L-celler, som udtrykker tICAM(1-183).
Ekspression bekraftes ved hjzlp af metabolisk merkning af
celler efterfulgt af immunabsorption af kulturoverfaser som
beskrevet ovenfor.

tICAM(1-88) er blevet udtrykt i E.coli ved hjzlp af
OmpA-sekretionsvektor fra Inocue. I dette system fusioneres
OmpA-signalpeptidet med modent ICAM-1-proteins N-endestil-
ling. tICAM(1-88) og tICAM(1-183) anbringes i OmpA-vektoren;
E.coli, der er transformeret med disse vektorer, udtrykker
proteinprodukter af den forventede sterrelse som pavist ved
Western-aftryk af SDS-PAGE-geler af celleekstrakter med
anti-peptid-antistoffer mod en sekvens inden for domzne 1 i
ICAM-1.
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Blokeringsundersegelser med et panel af 6 MAb'er mod
ICAM-1 (som alle inhiberer virusbinding til ICAM-1) viser,
at der findes to adskilte epitoper, der defineres af disse
antistoffer, én defineret af c¢78.4 (indeholdende c¢78.1,
c78.2, ¢92.1 og ¢92.5). Immunfazldningsundersegelser wmed
proteolytiske ff;gmenter af ICAM-1 og med in vitro-trans-
lationer af afkortede ICAM-1-cDNA'er viser, at begge disse
epitoper indeholdes i det ferste Ig-lignende domzne.

In vitro-virusbindings-undersegelser, ved hvilke der
anvendes radiomerket tICAM(1-453) og renset rhinovirus har
vist, at det kan bindes til rhinovirus i oplesning.

Yderligere biologisk aktive fragmenter bedemmes ved
hjzlp af overlappende szt af syntetiske peptider pa 10-20
rester svarende til en del af eller alt HRR-proteinet. Pep-
tiderne fremstilles og afpreves individuelt for deres evne
til at inhibere virusbinding til receptoren.

Disse peptidfragmenter kan vare direkte kopier af en
del af rhinovirus-receptoren eller kan indeholde sekvenser
fra ikke-tilgrznsende regioner i receptoren.

Man har pd4 basis af homologi med NCAM forudsagt, at
ICAM er et medlem af immunglobulin-gen-superfamilien. Man
skulle forvente, at immunglobulin-lignende domzner i ICAM
ville have den grundlaggende "immunglobulin-fold", som den
er blevet pavist for to andre medlemmer af familien, f-2-
mikroglobulin og HLA-A2-¢-3-domznet. Denne fold bestar af
en "fi-barrel" udformning bestdende af to antiparallele R-
foldede plader, én sammensat af tre og én sammensat af fire
3-strenge; en disulfidbinding mellem to cystein-rester (ad-
skilt af ca. 60 aminosyrer langs kaden) forbinder de to
plader [A.F. Williams, Immun. Today 8, 298-303 (1987)]. To
af disulfidbindingerne, dem, der svarer til domzne 2 (C110-
Cl6l) og 3 (C212-C265), er blevet bestemt forsegsmessigt af
ansegerne og stetter modellen. Denne strukturmodel danner
basis for udformning af unike analoge, som kan efterligne
virusbindingsstedet og vare anvendelige som receptorbloke-
ringsmidler. Hvert par antiparallele f-strenge i "fR-barrel®
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forbindes ved hj®lp af et harndlesving med variabel sterrel-
se; et sadant sving eller lekke, som rager ud fra sekundare
strukturer, viser sig ofte af spille en rolle ved genkendel-
sen af ligander [Lezczynski og Rose, Science 224, 849-8%55
(1986)] . Saddanne udadragende strukturer kan vare af en sarlig
interesse i rhiﬁovirus—receptoren, eftersom det foreslés,
at receptorbindingsstedet pa viruscapsidet ligger i en til-
bagetrukket hulhed. Vved hjzlp af HRR-sekvensen kan sidanne
sving og lekker forudsiges p& basis af en "f-barrel"-struktur
og fremstilles som syntetiske peptider med tilfejelse af
nye cysteinrester i peptidernes N- og C-endestilling; en
disulfidbinding dannes derpd mellem sddanne rester p& det
samme peptid for at lukke lekken covalent (i modsatning til
det oprindelige protein, hvor lekken lukkes ved ikke-covalent
samspil mellem tilstedende f-strenge). SAdanne peptider har
en konformation, der er mere analog med konformationen i
det oprindelige protein end et enkelt linexrt peptids og
afproves for virus-bindende aktivitet.

Fremgangsmdde til lokalisering af den reqion eller det

domzne i molekvlet, der er ansvarligt for virugbindende ak-

tivitet. Stedsdirigerede antistoffer rettet mod en szrlig
del af HRR (forudsagt ud fra en arbejdsmodel baseret pi en
immunglobulinfold) kan fremstilles ved at fremstille syn-
tetiske peptider svarende til udvalgte regioner i proteinet,
koble sadanne peptider til sterre barerproteiner og immuni-
sere kaniner eller andre dyr med sddanne konjugater ved
standardmetoder. Sadanne antistoffer kan afpreves for deres
evne til at inhibere virusbinding; inhibering med en del-
mengde af sddanne antistoffer vil rette opmazrksomheden mod
serlige domzner eller dele af domzner.

Specifikke reaktive grupper pi& nogle aminosyrerester
p& receptorproteinet kan modificeres kemisk under ikke-de-
naturerende betingelser. Som felge af modifikationen af visse
rester kan den virus-bindende evne g& tabt. Ved hjalp af
radioaktive sporstoffer i modificeringsreagenset kan modi-
fikationen af nogle aminosyrerester koordineres med tab af
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bindingsaktivitet, hvilket implicerer disse grupper i gen-
kendelsen. Herved henledes opmezrksomheden pA en sarlig del
af molekylet eller en serlig aminosyrerest for at spille
en bestemt rolle ved virusbinding. Sddanne rester kan derpa
forsegsvis modificeres ved mutageneseforseq in vitro. Det
har eksempelvis ;ist sig, at ndr man merker HRR med radio-
aktivt Bolton/Hunter-reagens (en N-hydroxysuccinimid-ester,
som specifikt modificerer N-endestillinger og lysinrester),
reduceres dets evne til at bindes til rhinovirus vesentligt.

Bestemmelse af den tredimensionale struktur af det
virus-bindende domzne i HRR ved hizlp af rentgen-krystal-
lografi og/eller kernemagnetisk resonans. Ved hjzlp af tre-
dimensionale HRV14-koordinater (fra Brookhaven Data Bank)
findes de to molekylers optimale "docking" ved hjzlp af
grafisk computermetodologi. Det "dockede" kompleksg' struktur
kan derpa anvendes til at raffinere og forbedre egenskaberne

hos proteinet eller receptorens peptidfragment. Eksempler
pa sadanne forbedringer kan vere: (1) foregelse af en virus-
bindende reaktions affinitet; (2) fremstilling af et mindre
molekyle; og (3) wudeladelse eller beskadigelse af andre
regioner i molekylet, sisom det, der er nedvendigt for bin-
ding til LFA-1. Hvis bindingsstedet for LFA-1 sidder pa. et
andet domzne, kan domenet udelades. Alternativt, dersom
bindingsstedet for LFA-1 sidder p& det virus-bindende domzne,
kan der benyttes stedsdirigeret mutagenese af s®rlige amino-
syrer for at inhibere bindingsevnen.

Receptorens neglerester, der er involveret i virus-
binding, bestemmes af oligonucleotidsteds-dirigeret mutage-
nese. Saledes screenes mutantpuljer fremstillet ved mat-
ningsmutagenese ved hjelp af den af Peterson og Seed i Cell
54 beskrevne metode, 65-67 (1988), ved anvendelse af enten
HRV14 eller monoklont antistof/komplementaflivning som ne-
gativ udvalgelse og et kanin-polyklont antistof som den
positive udvalgelse. Syntetiske peptider svarende til regi-
oner pd molekylet, der er identificeret pA& denne made, frem-
stilles og afpreves med hensyn til virusbinding og evnen
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til at reducere smitteevne.

Farmaceutiske tilberedninger af proteiner, protein-
fragmentef, funktionelle domzner og analoge finder anvendelse
ved mange sygdomme. Med den viden, at HRV og LFA-1 begge
bindes til ICAM, forventes det, at der kan udformes ICAM-
analoge, som bindes til rhinovirus og derved inhiberer rhi-
novirusinfektion, men som ikke afbryder samspillet mellem
ICAM og LFA-1. Alternativt foretages mutagenese af udvalgte
rester (aminosyrer) p& basis af strukturelle forudsigelser
og biokemisk struktur.

Det forventes endvidere ud fra den viden, at ICAM
og HRR er det samme molekyle, at det kan anvendes i frag-
menter, funktionelle domzner eller LFA-l-analoge til at
afbryde samspillet mellem HRR og rhinovirus og derved til
behandling af rhinovirusinfektioner.

HRR eller fragmenter deraf kan finde anvendelse ved
afbrydelsen af samspil mellem ICAM og LFA-1, hvilket kan
anvendes til behandling af inflammation.

Peptider afledt fra de kendte capsid-proteiner i
rhinovirus kan anvendes til afbrydelse af samspil mellem
ICAM og LFA-1, hvilket kan anvendes til behandling af in-
flammation. Carbonhydratgrupper, som ikke er "nec" med hensyn
til biologisk aktivitet, kan fjernes for at forege produk-
tionen af peptider i bakterier.

Stedsdirigeret mutagenese af cystiner kan anvendes
til at begraznse genfoldning til biologisk aktive konfor-

mationer.
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Patentkravwv.

1. Anvendelse af humant rhinovirus (HRV)-hovedrecep-
torpraparah indeholdende ICAM-l-monomer af funktionelle
domzner, fragmenter eller analoger omfattende det test-Ig-
lignende domzne af ICAM-1, som udviser evne til binding til
HRV-capsider, til fremstilling af et lagemiddel til inhibe-
ring af initieringen eller spredningen af rhinovirusinfek-
tion.

2. Avendelse af et humant rhinovirus (HRV)-hovedre-
ceptorpraparat indeholdende en forbindelse fra gruppen: det
hele ekstracellulzre domene af ICAM-1, aminosyrerne 1-200,
tlcaM (1-453), tlCAM (1-283), tlCAM (1-184) eller tlCAM (1-
88), som udviser evne til binding til HRV-capsider, til
fremstilling af et lagemiddel til behandling af rhinovirus-
infektion.
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