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57 Sammendrag

Oppfinnelsen vedrerer en antiinflammatorisk faktor isolert fra melk, fremgangsméter for rensing av den
antiinflammatoriske faktor som resulterer i vesentlig eller heyrensede preparater og fremgangsmater for
anvendelse av denne faktoren for a fjerne adherte neytrofiler fra endotelceller, & hindre utvandring av
celler fra vaskulaturen og & undertrykke responsen av lymfocytter pa fremmede antigener.
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Oppfinnelsens omrade

Den foreliggende oppfinnelse vedrerer en antiinflammatorisk
faktor, en fremgangsmate for dens fremstilling i hovedsakelig
ren eller heyren form, dens anvendelse ved fremstilling av et
middel for behandling av inflammasjon, og en farmaseytisk
formulering omfattende denne.

Beskrivelse av bakgrunnsteknikk

Inflammasjon, som definert i Dorland's Medical Dictionary er
"en lokalisert beskyttende respons utlest ved skade eller
gdeleggelse av vev som tjener til & edelegge, fortynne eller
fjerne bade det skadelige middel og det skadede vev". Det er
karakterisert ved fenestrasjon av mikrovaskulaturen, lekka-
sjer av elementene av blod inn i de interstitielle rom og
migrasjon av leukocytter inn i det betente vev. PA et makro-
skopisk niva ledsages dette vanligvis av de velkjente klin-
iske tegn pa erytem, odem, felsomhet (hyperalgesi) og smerte.
Under denne komplekse respons frigis kjemiske mediatorer slik
som histamin, S5-hydrocksytryptamin, forskjellige kjemotaktiske
faktorer, bradykinin, leukotriener og prostaglandiner lokalt.
Fagocyttiske celler migrerer inn i omrddet, og cellulare
lysosomale membraner kan briste, hvorved lytiske enzymer fri-

gjeres. Alle disse hendelser kan bidra til den inflammator-
iske respons.

Inflammasjon i pasienter med reumatoid artritt involverer
sannsynligvis kombinasjonen av et antigen (gammaglobuliﬁL;med
et antistoff (reumatoid faktor) og komplement som bevirker
den lokale frigjering av kjemotaktiske faktorer som tiltrekk-
er leukocytter. Leukocyttene fagocytoserer kompleksene av
antigen-antistoff og komplement og frigjer ogsa de mange
enzymer inneholdt i deres lysosomer. Digse lysosomale enzy-
mer bevirker deretter skade i brusk og annet vev, og dette
fremmer graden av inflammasjon. Cellemedierte immunreak-

sjoner kan ogsd vare involvert. Prostaglandiner frigjeres
ogsa under denne prosessen.

Prostaglandiner, som sannsynligvis dannes ved inflammasjon,
forarsaker erytem og eker lokal blodflyt. To viktige wvasku-



10

15

20

25

30

35

2

lzre effekter av prostaglandiner deles generelt ikke av andre
mediatorer av inflammasjon - en lengevarende vasodilatorvirk-
ning og en kapasitet til & motvirke vasokonstriktoreffektene

av substanser slik som neradrenalin og angiotensin.

Et antall mediatorer av inflammasjon eker vaskulazr permea-
bilitet {lekkasje) i de postkapillzre og samlende venyler. I
tillegg er migrasjon av leukocytter inn i et bhetent omrédde et
viktig aspekt av den inflammatoriske prosess.

Arthus-rxeaksjonen er en inflammatorisk respons fremkommet ved
dannelsen av immunkomplekser ved subkutane seter hvor et
antigen kompleksdannes med antistoff til det antigen. Noy-
trofiler festes karakteristisk til Fc-delen av immunoglobu-
linkomplekset som dannes ved det subkutane injeksjonssete
hvor de frigjer fordeyelsesenzymer, hvilket forarsaker synlig
akutt inflammasjon. Reaksjonen er saledes primzrt neytro-
filmediert og midler som bevirker utviklingen av reaksjonen
gjer dette via en virkning pa disse cellene.

Det er flere ruter hvorved et middel kan interferere med ney-
trofil migrasjon fra blodkarene til et inflammatorisk sete.
En sannsynlig rute er inhibering av margdannelse, den rever-
sible "fastgjering” av inflammatoriske celler til endotel-
celle-innsideflaten av blodkarveggen. I den normale tilstand
blir omtrent 50% neytrofiler reversibelt adhert, men under en
akutt inflammatorisk respons blir adhesjon mye sterkere og er
et nekkeltrinn i prosessen med neytrofil-migrasjon. Mens
prostaglandiner lite trolig blir direkte involvert i den
kjemotaktiske respons, er et annet produkt av metabolismen av
arakidonsyre, leukotrien, en svart kraftig kjemotaktisk
substans.

Den antiinflammatoriske respons er en hvilken som helst res-
pons karakterisert ved inflammasjon som definert i det fore-
gaende. Det er velkjent for de fagkyndige innen de medi-

sinske fagomrdder at den inflammatoriske respons forirsaker
mye av det fysiske ubehag, dvs. smerte og funksjonstap, som
etterhvert har blitt assosiert med forskjellige sykdommer og
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skader. Folgelig er det vanlig medisinsk praksis & admini-
strere farmakologiske midler som har den effekt & neytra-
lisere den inflammatoriske respons. Midler som har disse
egenskaper er klassifisert som antiinflammatoriske medika-
menter. 2Antiinflammatoriske medikamenter anvendes for behand-
ling av et bredt spektrum av sykdommer, og de samme
medikamenter anvendes ofte for & behandle forskjellige syk-
dommexr. Behandling med antiinflammatoriske medikamenter er
ikke for sykdommen, men oftest for symptomet, dvs. inflamma-
sjon.

De antiinflammatoriske, analgetiske og antipyretiske medika-
menter er en heterogen gruppe av forbindelser, ofte kjemisk
ubeslektet, som ikke desto mindre deler visse terapeutiske
virkninger og bivirkninger. Kortikosteroider representerer
den mest alminnelige klasse av forbindelser for behandling av
antiinflammatorisk respons. Proteolytiske enzymer represen-
terer en annen klasse av forbindelser som er ment & ha anti-
inflammatoriske effekter. Hormoner som direkte eller in-
direkte forarsaker at den adrenale kdrtex produserer og ut-
skille steroider representerer en annen klasse av antiin-
flammatoriske forbindelser. Et antall ikke-hormonelle anti-
inflammatoriske midler er blitt beskrevet. Blant disse er
salisylater de mest alminnelig anvendte. Acetylsalisylsyre,
eller aspirin, er det mest alminnelig ordinerte analgetisk-
antipyretisk og antiinflammatorisk middel. Eksempler pa
steroide og ikke-steroide antiinflammatoriske midler erxr
angitt i Physician's Desk Reference, 1987 (se side 207 og 208
for en oversikt over slike preparater).

De naturlige og syntetiske kortikosteroldpreparater forar-
saier et antall alvorlige bivirkninger, inkluderende forhey-
else av blodtrykk, salt- og vannretensjon, og ekt kalium- og
kalsiumekskresjon. Dessuten kan kortikostercider skjule
tegnene pa infeksjon og fremme disseminasjon av infeksigse
mikroorganismer. Disse hormoner betraktes ikke som sikre for
anvendelse i gravide kvinner, og langvarig kortikosteroid-
behandling har blitt assosiert med gastrisk hyperaktivitet
og/eller peptiske ulcere. Behandling med disse forbindelser
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kan ogsa forverre diabetes mellitus, hvorved heyere doser
insulin er pakrevet, og kan frembringe psykotiske lidelser.
Hormonelle antiinflammatoriske midler som indirekte oker pro-
duksjonen av endogene kortikosterocider har det samme poten-
sial for uheldige bivirkninger.

De ikke-hormonelle antiinflammatoriske midler er syntetiske
biokjemiske forbindelser som kan vere toksiske ved heye doser
med et bredt spektrum av uenskede bivirkninger. For eksempel
bidrar salisylater til de alvorlige syre-base balanseforstyr-
relser som karakteriserer forgifting av denne klasse forbind-
elser. Salisylater stimulerer respirasjon direkte og
indirekte. Toksiske doser av salisylater bevirker sentral
respiratorisk paralyse sa vel som sirkulasjonskolaps som et
sekundert symptom til vasomotorisk depresjon. Inntak av
salisylat kan resultere i epigastrisk lidelse, kvalme og
oppkast. Salisylatindusert gastrisk bledning er velkijent.
Salisylater kan frembringe leverskade, og fere til en for-
lengelse av levringstid. Derfor ber aspirin unngds i pasi-
enter med alvorlig leverskade, hypoprotrombinemi, vitamin
K-mangel eller hemofili, fordi inhiberingen av blodplatehemo-
stase av silisylater kan resultere i bledning. . Salisylat-
intoksikasjon er vanlig, og over 10.000 tilfelier av alvorlig
salisylatintoksikasjon sees 1 De forente stater hvert ar,
hvorav noen medferer deden og mange forekommer i barn. Se
Goodman og Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeu-
tics, 7. utg., 1985. P& trogss av det store antall av anti-
inflammatoriske midler som for tiden er tilgjengelig er det
folgelig fremdeles et behov for et sikkert, effektivt anti-
inflammatorisk produkt som er fritt for bivirkninger og uhel-
dige reaksjoner.

Hvis et naturlig neringsmiddelprodukt, slik som ett avledet

fra melk, for eksempel kunne oppnds og som har antiinflamma-
toriske effekter, ville det vare et enkelt administrerbart,

lett tilgjengelig sikkert terapeutisk preparat.

Det har vart kjent i tidligere teknikk & fremstille ulike
typer melk som har mange forskjellige terapeutiske effekter.
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Beck har for eksempel omtalt en melk inneholdende antistoff
til Streptococcus mutans som har tannrdte-inhiberende effekt
(US patent nr., 4,324,782). Melken oppnds ved immunisering
av en ku med S. mutans antigen i to trinn og oppnaelse av den
terapeutiske melk derfra.

Stolle et al har omtalt en metode for behandling av vaskulzre
sykdommer er pulmonale sykdommer assosiert med reyvking i et
dyr som omfatter administrering til dyret av melk samlet fra
en ku som er opprettholdt i en hyperimmun tilstand (US patent
nr. 4,636,384). Beck har omtalt en metode for behandling av
inflammasjon i et dyr som omfatter administrering til dyret
av en antiinflammatorisk effektiv mengde av melk samlet fra
en ku opprettholdt i en antiinflammatorisk faktor-produser-
ende tilstand (US patent nr. 4,284,623). Heinbach, US patent
nr. 3,128,230, har beskrevet melk inneholdende glcbuliner av
alfa-, beta- og gammakomponenter ved inokulering av en ku med
antigene blandinger. Peterson et al. (US patent nr.
3,376,198), Holm (US seknad (publisert) med lepenr. 628,987),
Tunnah et al. (britisk patent nr. 1,211,876) og Bickema S.A.
(britisk patent 1,442,283) har ogsa beskrevet antistoffinne-
holdende melk.

Ingen av de ovennevnte referanser omhandler imidlertid iden-
titeten av komponenten eller komponentene av terapeutiske
melk som frembringer de enskede terapeutiske effekter. I
Beck, US patent nr. 4,284,623, bestar for eksempel melkepro-
duktene anvendt som et terapeutisk middel av enten fluid hel-
melk, fluid fettfri myse eller helmelkspulvere. Selv om
hvert av disse melkeproduktene har antiinflammatoriske egen-
skaper, er faktoren eller faktorene som faktisk tilveie- -
bringer de terapeutiske fordeler ennd ikke blitt isolert
eller identifisert eller renset til homogenitet.

En szrlig vanskelighet ved oppnielse av héyrensede preparater
av melk-antiinflammatorisk{e) faktor(er) (MARIF} er den
manglende evne til & fjerne fast bundede salter fra MAIF ved
de for tiden anvendte renseprosedyrer. Ett av problemene som
denne oppfinnelsen er rettet mot er blant annet fremstilling
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i stor malestokk av MAIF inkluderende fjerningen av fast bun-
dede salter fra MAIF preparatet, hvilket derved resulterer i
hayrenset MAIF. Videre har problemer tidligere oppstdtt ved
oppndelse av heyrene preparater av MAIF i preparativ mile-
stokk nar det startes med store volumer av utgangsmaterialer
(f.eks. 90 liter skummet melk). Oppfinnelsen tilveiebringer
lesninger pa disse problemer.

Oppsummering av coppfinnelsen

Den foreliggende oppfinnelse er rettet pd en antiinflamma-
torisk faktor til stede i melk og forskjellige anvendelser av
den antiinflammatoriske faktor til stede i melk.

Den foreliggende oppfinnelse vedrerer sdledes en fremgangs-
mite for rensing av en antiinflammatorisk faktor fra skummet
melk (MAIF), som er kjennetegnet ved at den omfatter:

(1) ultrafiltrering av melken gjennom et filter med en
molekylvektterskel pa 10000 Dalton,
(ii) oppeamling av et < 10000 Dalton permeat fra trinn (i),

(iii) tilfering av permeatet til en ferste ionebytterkolonne
og vasking av kolonnen med deionisert vann,

(iv) oppsamling av eluatet fra trinn (iii),

(v) separering av eluatet fra trinn (iv) pa en preparativ
sterrelseseksklusjon HPLC kromatografikolonne og
oppsamling av eluatet, og

{vi) utfering av organisk partisjonsekstraksjon av eluatet
oppnadd fra den preparative sterrelseseksklusjon HPLC
kromatografi og coppnielge av det organiske ekstrakt
fra ekstraksjonen.

Den foreliggende oppfinnelse vedrerer ogsi en renset antiin-
flammatorisk faktor, som er kjennetegnet ved at den kan opp-
nds ved fremgangsmiten ifelge oppfinnelsen for remnsing av en
antiinflammatorisk faktor fra skummet melk (MAiF).

Oppfinnelsen er videre rettet pd anvendelse av en melk-anti-
inflammatorisk faktor for & hindre neytrofiler fra & adhere
til endotelet av finyler eller & lesgjere neytrofiler som
allerede har adhert til endotelcelle-innsideflaten av veggene
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av venyler. Pa denne mate anvendes faktoren til & redusere

vevsskaden assosiert med den inflammatoriske respons.

Oppfinnelsen er ogsa rettet pd anvendelse av den melk-anti-
inflammatoriske faktor til & hindre interaksjoner mellom CD18
celleoverflate-antigener og andre molekyler. Det er kjent at
slike interaksjoner er nedvendig for uttredelsen av celler
fra vaskulaturen og at slik emigrasjon ferer til okt vevs-
skade 1 dyr under den inflammatoriske respons. CDi8 anti-

gener er ogsd kjent for & vare viktige i den immunologiske
respons til en vertsorganisme pd fremmede antigener.

Ogsa omfattet av oppfinnelsen er anvendelsen av den anti-
inflammatoriske faktor i pattedyr for a hindre emigrasjon av
celler fra vaskulaturen og & undertrykke den mitogene respons
av lymfocytter pd fremmede antigener.

Den foreliggende oppfinnelse vedrerer siledes videre anvend-
else av MAIF som kan oppnas ved fremgangsmaten ifelge opp-
finnelsen for rensing av en antiinflammatorisk faktor fra
skummet melk (MAIF), ved fremstilling av et middel for:
inhibering av neytrofil-migrasjon, '

inhibering av inflammatorisk respons,

inhibering av neytrofiler fra & adhere til endotelceller i et
pattedyr,

losgjering av neytrofiler som har adhert til endotelceller i
et pattedyr,

inhibering av interaksjon mellom CD18 celleoverflate-anti-
gener som er tilstede i et pattedyr og molekyler som er i
stand til A4 binde til CD18& celleoverflate-antigenene,
inhibering av gmigrasjon av leukocytter fra venesystemet til
et pattedyr, eller

undertrykking av den mitogene respons til lymfocytter i et
verts-~pattedyr pa fremmede antigener.

Den foreliggende oppfinnelse vedrerer videre anvendelse av
MAIF som kan oppnas ved fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen
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for rensing av en antiinflammatorisk faktor fra skummet melk
(MAIF), ved fremstilling av et middel for behandling eller
profylakse av inflammasjon og inflammatoriske tilstander slik
som akutt og subakutt bursitt, akutt ikke-spesifikk tendo-
nitis, systemisk lupus erythematosus, systemisk dermatomyo-
sitt, akutt revmatisk karditt, pemfigus, bulles dermatitt,
herpetiformis, alvorlig erytem, multiform eksfoliativ derma-
titt, cirrhose, sesongmessig perennial rhinitt, bronkial-
astma, ektopisk dermatitt, serumsyke, keratitt, ophthalmicus
iritis, diffus ureitt, chorditis, optikusnevritt, sympatisk
oftalmi, symptomatisk sarkoidose, Loeffler's syndrom,
berylliose, hemolytisk anemi, mastitt, mastoiditt, kontakt-
dermatitt, allergisk konjunktivitt, psoriatisk artritt,

ankyloserende spondylitt, akutt giktisk artritt og herpes
zoster.

Den foreliggende oppfinnelse vedrerer videre en farmaseytisk
formulering som er kjennetegnet ved at den omfatter MAIF som
kan oppnas ved fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen for rensing
av en antiinflammatorisk faktor fra skummet melk (MAIF),
sammen med et farmassytisk akseptabelt fortynningsmiddel.

Andre utferelsesformer av fremgangsmiten, den rensede anti-
inflammatoriske faktor, og anvendelsene av MAIF i henhold til

oppfinnelsen ffemgér av de uselvstendige patentkrav.

Kort beskrivelse av tegningene

En mer fullstendig forstaelse av oppfinnelsen og mange av de

medfelgende fordeler derav vil lett oppnds, nir det samme

forstis bedre ved referanse til den etterfslgende detaljerte

beskrivelse nar vurdert i forbindelse med de ledsagende

tegninger, hvori:

Fig. 1 Isolering av den antiinflammatoriske faktor wved
ionebytterkromatografi pa en kolonne av DEAE-cellu-
lose. i

Fig. 2 Fraksjonering av den antiinflammatorisk faktor-inne-
holdende topp (andre) fra DEAE-cellulosekromatografi
(fig. 1) pa en Sephadex G-10 molekylsilkolonne.
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Effekt av immun melk pa karrageenan-indusert sdem i
rotter (potevekt, % kontroll-pote, middelverdi i
sem, n = 10).

Effekt av intraperitoneal administrasjon av den
antiinflammatoriske faktor pa fotputesdem i rotter
(uL, middelverdi + SA, n = 6).

Intraperetoneal dese-respons-kurve for den anti-
inflammatoriske faktor i rottepoteedem-test (%
kontroll, middelverdi + SA, n = 6}.

Effekt av hyperimmun melk-faktor veg. placebo
(laktose) pad fotputeedem i rotter (% kontroll,
middelverdi + SA, n = 6).

Effekt av iv og oral MAIF pi4 fotputezdem i rotter (%
kontroll, middelverdi + SA, n = 6).

Effekt av lav iv dosering av MAIF p& fotputeedem i
rotter (% kontroll, middelverdi + SA, n = 6).
Intravenes dose-respons-kurve for MAIF i rottepote-
gdem-test (% kontroll, middelverdi + SA, n = 6}.
Kjering 1, tvillingflokk/ultrafiltreringsforsek (%
gjennomsnittlig kontroll-esdem, wmiddelverdi i+ SA,

n = 6).

Kjering 2, tvillingflokk/ultrafiltreringsforsek (%
gjennomsnittlig kontroll-edem, middelverdi + SA,
n=86).

Kjering 3, tvillingflokk/ultrafiltreringsforsek (%
gjennomsnittlig kontroll-edem, middelverdi + SA,
n==sg).

Effekt av forskjellige behandlinger av MAIF pa
inhibering av fotputesdem i rotter (uL fotputesdem,
middelverdi + SA, n = 6).

Effekt av fraksjoner av MAIF og av immun mpk (myse-
proteinkonsentrasjon) pa inhibering av fotputeedem i
rotter (pL fotputesdem, middelverdi + SA, n = 6).
Effekt av fem forskjellige anestetika pa responsen
p& karrageenan i rotte-fotpute. Akkumuleringen av
edem ble overvaket ved utvalgte intervaller i de

samme dyrene. n = 6 for hvert datapunkt.
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Demonstrasjon av tofase-naturen av responsen pa
karrageenan i rotte-fotputen. n = § for hvert
datapunkt. Eter ble anvendt som anestetikum.

MAIF, administrert ved entem 5 mg pr. rotte (A)
eller 40 mg pr. rotte (B) inhiberer ikke den inflam-
matoriske respons pa karrageenan i rotter bedevet
med eter. n = 4 for alle datapunkter.

Suppresjon av karrageenan-indusert sdem-akkumulering
under den sekundazre, fagocyttcelle-medierte respons
ved 40 mg MAIF injisert i.v. ved tidspunktet for
karrageenan-testing (tid 0). n = 12 for hvert data-
punkt i keontrollgruppen og n = 10 for hvert data-
punkt i den MAIF-behandlede gruppe.

Effekt av MAIF, gitt i.v. ved 4 mg pr. rotte ved
forskjellige tidspunkter, pa responsen pa karra-
geenan i rotte-fotputen. @dem ble vurdert 4 timer
etter testing (challenge) i alle tilfeller. n =12
for hvert datapunkt.

Bffekt av 20 mg MAIF injisert i.v. pa den reverse
passive Arthus-reaksjon. * = p<0,01, ** = p<0,05.
Effekt av avtagende doser av MAIF pd neytrofilenes
evine til & utvandre fra wvaskulaturen inn i subkutant
implanterte sterile svamper. * = p<0,01.

Effekt av MAIF, administrert i en dose pad 20 mg pr.
rotte, til &4 inhibere evnen av inflammatoriske
celler til a akkumulere i subkutant implanterte
svamper nar administrert ved tidspunktet for implan-
tering eller opp til 120 minutter etter implant-
ering. * = p<0,01.

Tidsforlepet av den cellulazre inflammatoriske infil-
trasjon inn i subkutant implanterte svamper i nor-
male dyr.

Effekt av preparater av antiinflammatorisk faktor pa
blodplateaktiverende faktor (PAF)-indusert adhesjon
av neytrofiler til wvenyler. )

Effekt av preparater av antiinflammatorisk faktor pi
PAF-indusert neytrofilutvandring.



10

15

20

25

30

35

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
(A-E)

Fig.

Fig.

26

27

28

2%

30

31

32

33

34

35

11

Effekt av preparater av antiinflammatorisk faktor pa
PAF-indusert fluks av neytrofiler gjennom venyler.
Reversering av neytrofiladhesjon ved preparater av
antiinflammatorisk faktor. 27a viser effekten av
MAIF-preparatet {40 mg/rotte} med hensyn til & redu-
sere antallet neytrofiler som adherer til venyler
som respons pa PAF. 27b viser effekten av MAIF-
preparatet (40 mg/rotte) pa nye neytrofil-endotel-
celleadhesjoner.

Effekt av preparater av antiinflammatorisk faktor pa
hastigheten av neytrofiler i venyler.

Effekt av preparater av antiinflammatorisk faktor pa
hastigheten av rede blodceller i venyler.

Effekt av antiinflammatorisk faktor p& leukocytt-
fluks i venyler.

Effekt av 40 mg av MAiF—preparatene administrext
i.v. pad antallet sirkulerende neytrofiler og lymfo-
cytter 1 de 24 timene etter injeksjon.
Dose-respons-£forhold mellom i.v. administrasjon av
MAIF-preparatet og sirkulerende leukocyt-tall
(p<0,01).

Effekt av antiinflammatorisk faktor pa ulike aspek-
ter av lymfocyttfunksjon. 33a viser effekten av
tidligere administrasjon av faktor pa responsen av
vert T lymfocytter pa fremmede histokompatibili-
tetsantigener. 33b viser resultatene oppnadd nar
lymfocytter fra MAIF-behandlede rotter injiseres inn
i ubehandlede rotter. 33C og 33D viser effekten av
MAIF-behandling p& miltvekt og miltcelletall i
rotter. 33E viser effekten av MAIF-behandling pa
concanavalin A-stimuilert mitogen respons av lymfo-
cytter.

Suppresjon av infeksjonsindusert edem ved 40 mg MAIF
injisert i.v. Middelverdiene av de to gruppene var:
kontreoller, 87 + 22 uL; MAIF, 45 &+ 17 uL; p<0,01.
Effekt av MAIF-preparatene gitt i.v. ved 40 mg pr.

rotte pad bakteriereplikasjon og subkutant implant-
erte E. coli-infiserte svamper.
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Inhibering av inflammatorisk celleinfiltrasjon inn i
infiserte svamper ved MAIF (40 mg pr. rotte i.v.).
Effekt av MAIF (40 mg pr. rotte i.v.) pa suppresjon
av den mellomliggende fase (4-16 timer) av inflamma-
torisk fluid-akkumulasjon i E. coll-infiserte
svamper.

Effekt av 40 mg MAIF, gitt intravenest ved tids-
punktet for testing og 48 timer senere, pa pato-
genesen av eksperimentell pyelonefritt. Den stip-
lete linjen p& diagrammet til venstre representerer
den midlere bakgrunns-nyrevekt. * = p<0,01, #** =
p<0,02.

Sammenligning av standardisert hyperimmun og
kontroll-MAIF. MAIF fremstilt ved standardiserte
metodexr ble testet ved doser pd 0,5, 1,5, 3, 5 og 8
mg/120-150 g hunnrotte med hensyn p& deres evne til
4 inhibere migrasjonen av nevtrofiler til inflamma-
toriske seter. Referanse til "kommersiell" er til
handelsvanlig skummet melk i pulverform.
Sammenligning av MAIF og andre melkekomponenter.
Aktiviteten av standardisert MAIF fremstilt fra
hyperimmun melk ble sammenlignet med sialinsyre og
orotinsyre, kjente komponenter av melk som er antatt
2 ha antiinflammatorisk aktivitet.

Sammenligning av standardisert MAIF fra hyperimmun
melk og antiinflammatoriske medikamenter (Indo-
metacin og aspirin).

Analyse av sammensetningen av DEAE-avledet MAIF ved
sterrelseseksklusijon-HPLC.

Analyse av den terkede etylacetatfraksjon i neytro-
filmigrasjons-inhiberingsanalysen viste sterk MAIF-
aktivitet.

Analyse av MAIF-forbindelsen pd en aminopropyl-svak
anionbytterkolonne for og etter ekstraksjon. "Fer"
(fig. 44A) og "etter" (fig. 44B) refererer til pre-

parater for og etter organisk partisjonskromato-
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grafi. Merk den signifikante forsvinning av skulder
"A" i det skiftede elusjonsmenster i fig. 44B.

Detaljert beskrivelse av de foretrukne utfgrelsesformer
Oppfinnelsen omfatter isclasjon og remnsing av en antiinflamm-
atorisk faktor fra melk og anvendelse av nevnte faktor ved
fremstilling av et middel for & behandle antiinflammatoriske
sykdommer. Med unntak av nar annet er indikert, gjelder de
felgende definisjoner:

Med uttrykket "melk-antiinflammatorisk faktor" menes en
faktor oppnadd fra enten hyperimmun melk eller normal kumelk.
Med uttrykket "vesentlig ren melk-antiinflammatorisk faktoxr"
menes, for oppfinnelsens formil, en antiinflammatorisk faktor
som eluerer som en enkel symmetrisk hovedtopp pa HPLC-kroma-
tografi etter fjerning av substanser med hey molekylvekt
(>10.000 dalton) og isolasjon av de negativt ladede species
med lav molekylvekt ved ionebytterkromatografi. Med uttrykk-
et "heyrenset" eller "heyren" menes en antiinflammatorisk
faktor som har et elueringsmenster lignende, skjent ikke ned-
vendigvis identisk med, det i fig. 44B, pa aminopropyl-svak
anionbytterkolonne. Et sarlig karakteristisk trekk av en
slik elueringsprofil er betydelig tap av skulder A (som det
fremgdr av fig. 44A) som det fremgar i den skiftede profil i
fig. 44B. Bade normal melk og hyperimmun melk kan bearbeides
ved hjelp av metodene beskrevet heri for & oppna den anti-
inflammatoriske faktor.

Med uttrykket "hyperimmun melk" menes, for oppfinnelsens
formal, melk oppnadd fra melkeproduserende dyr opprettholdt i
en hyperimmun tilstand, idet detaljene for hyperimmunisering
beskrives mer detaljert i det etterfslgende.

Med uttrykket "myse" menes, for oppfinnelsens formal, melk
hvorfra flete er blitt fjernet.

Med uttrykket "normal melk" menes, for oppfinnelsens formil,
melk som er oppnadd fra melkeproduserende dyr ved hjelp av
alminnelige metoder og praksis i meierier.
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Med uttrykket "melkeproduserende dyr" menes, for oppfinnel-
sens formdl, pattedyr som produserer melk i kommersielt
interessante mengder, foretrukket kuer, sauer og geiter, mer
foretrukket melkekuer av slekten Bos {(bovid), s&rlig de raser

som gir de heyeste utbytter av melk, slik som Holstein.

Med uttrykket "bakterielt antigen" menes, for oppfinnelsens

formal, et fryseterket preparat av varmedrepte bakterie-
celler.

Med uttrykket "mikroinnkapslet form" menes, for oppfinnelsens
formil, polymere mikropartikler som innkapsler en eller flerxe
bakterielle antigener for administrasjon til melkeproduse-
rende dyr.

Med uttrykket "inflammasjon" menes, for oppfinnelsens formal,
en lokalisert beskyttende respons utlest ved skade eller w=de-
leggelse av vev som tjener til & edelegge, fortynne eller
fjerne bide det skadelige middel og det skadede vev, karakt-
erisert i akutt form ved den klassiske sekvens av smerte,
varme, redhet, hevelse og tap av funksjon, og involverer
histologisk en kompleks serie av hendelser, inkluderende
dilatasjon av arteriocler, kapillerer og venyler med okt
permeabilitet og blodflyt, eksudasjon av fluider inkluderende
plasmaproteiner, og leukocyttmigrasjon inn i det inflamma-
toriske fokus.

Med uttrykket "behandling” menes, for oppfinnelsens formal,
at symptomene av sykdommen og/eller den patogene opprinnelse
av sykdommen bedres eller elimineres fullstendig.

Med uttrykket "administrere" menes, for oppfinnelsens formal,
en hvilken som helst metode for behandling av et individ med
en substans, slik som oralt, intranasalt, parenteralt (intra-
venest, intramuskulzrt eller subkutant) ellexr rektalt. Med
uttrykket "dyr" menes, for oppfinnelsens formal, et hvilket
som helst vesen som er utsatt for inflammasjon, inkluderende

mennesker, gardsdyr, husdyr eller dyr i zoologisk hage.
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Eksempler pa inflammatoriske tilstander som kan behandles ved
hielp av det isolerte og rensede melkeprodukt i samsvar med
den foreliggende oppfinnelse er tilstander valgt fra gruppen
bestdende av akutt og subakutt bursitt, akutt ikke-spesifikk
tendinitt, systemisk lupus erythematosus, systemisk dermato-
myositt, akutt reumatisk karditt, pemfigus, bulles dermatitt,
herpetiform, alvorlig erytem, multiform eksfoliativ derma-
titt, cixrhose, sesongmessig perennial rinitt, bronkial-
astma, ektopisk dermatitt, serumsyke, keratitt, ophthalmicus
iritis, diffus ureitt, chorditis, optikusnevritt, sympatisk
oftalmi, symptomatisk sarkoidose, Lefflers syndrom, berylli-
ose, hemolytisk anemi, mastitt, mastoiditt, kontaktdermatitt,
allergisk konjunktiwvitt, psoriatisk artritt, ankyloserende
spondylitt, akutt giktisk artritt og herpes zoster. Videre
kan det isoclerte og rensede melkeprodukt anvendes for &
behandle individer som er eksponert for potensielt inflamma-
toriske midler.

oppfinnelsen er basert delvis pa det funn at nar et melke-
produserende dyr slik som et bovid bringes til en spesifikk
tilstand av hyperimmunisering vil dyret produsere melk som
har nivaer over det normale av den svart fordelaktige anti-
inflammatoriske faktor, idet nevnte faktor ikke bare under-
trykker symptomene pa inflammasjon hos mennesker og andre
dyr, men ogsa er et profylaktisk middel i forventning om n=r-
varet av inflammatoriske midler i resipienten. Med uttrykket
"nivier over det normale" menes nivider utover det funnet i
melk fra ikke-hyperimmuniserte dyr. Induksjon av immunsen-
sitivitet alene er utilstrekkelig til & forarsake tilsyne-
komst av nivder over det normale av MAIF i melk, som vist ved
det faktum at normal kumelk ikke inneholder disse nivier over
det normale, selv om kuene har blitt gjort sensitive overfor
ulike antigener under. normal immunisering mot kusykdommer og
under normal eksponering for omgivelsene. Det er kun i
spesifikke hyperimmune tilstander at melken har de enskede
nivader over det normale.

Denne spesielle tilstand kan oppnas ved administrering av en
initial immunisering, etterfulgt av periodiske boostere med
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tilstrekkelig heye doser av spesifikke antigener. Den fore-
trukne dosering av booster ber vere lik eller sterre enn 50%
av doseringen som er nedvendig for &4 frembringe primar immun-
isering av bovidet. Det er saledes en terskel-boosterdose-
ring hvorunderlegenskapene ikke frembringes i melken, selv om
kua er i det som normalt ville kalles en immun tilstand. For
4 oppné den nedvendige hyperimmune tilstand er det av vesent-
l1ig betydning & teste den hyperimmune melk etter en ferste
serie av booster-administrasjoner. Hvis de fordelaktige fak-
torer ikke er til stede i melken administreres ytterligere
boostere med hey dosering inntil egenskapene kommer til svyne
i melken.

Prosessen med produksjon av den hyperimmune melk inneholdende
nivier over det normale av antiinflammatorisk faktor er om-
handlet i lepende US patentseknad med lepenr. 580,382 inn-
levert 11. september 1990 og ogsi i US patentsoknad med
lepenxr. 355,786 innlevert 22. mai 1989 (nd US patent nr.
5,106,618, en "file wrapper continuation" av US patentseknad
med lepenr. 069,139 innlevert 2. juli 1987) og i US patent-
seknad med lepenr. 910,297 innlevert 17. september 1986 (na
US patent nr. 4,919,929, en "file wrapper continuation" av US
patentseknad med lepenr. 576,001 innlevert 1. februar 1983).
I sammendrag omfatter en prosess for fremstilling av den
hyperimmune melk inneholdende nivider over det normale av anti-
inflammatorisk faktor de felgende trinn: (1) antigen-selek-
sjon, (2) primmzr immunisering av bovidet, (3) testing av ser-
umet for & bekrefte sensitivitetsinduksjon, (4) hyperimmuni-
sering med boostere ved passende dosering, og eventuelt (5)
testing av melken med hensyn pd antiinflammatoriske egen-
skaper, (6) samling av melken fra det hyperimmune bovid, og
(7) bearbeiding av melken for & isolere MAIF,.

Trinn 1: Hvilke som helst antigener eller kombinasjon av
antigener kan anvendes. Antigenene kan vare bakterielle,
virale, proteozo, fungale, cellulzre eller hvilke som andre
substanser som immunsystemet til et melkeproduserende dyr
ville respondere pa. Det kritiske punkt i1 dette trinnet er

at antigenet eller antigenene md vare i stand til ikke bare &
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indusere immune og hyperimmune tilstander i det melkeprodu-
serende dyr, men ogsa & produsere nivaer over det normale av
antiinflammatorisk faktor i melken. Et hvilket som helst
antigen kan anvendes til a produsere nivaer aver det normale
av faktor. En foretrukket vaksine er en blanding av poly-
valente bakterielle antigener, referert til som Sexries 100
vaksine, beskrevet detaljert i eksempel 1A i det etterfelg-
ende.

Trinn 2: Antigenet eller antigenene kan administreres ved en
hvilken som helst metode som forarsaker sensitivisering. I
en metode administrereg en vaksine som bestdr av antigen av-
ledet fra 1x10° til 1x102%, foretrukket 10% til 10°, mest
foretrukket 2x1082, varmedrepte bakterier ved intramuskular
injeksjon. Imidlertid kan andre metoder slik som intravenes
injeksjon, intraperetoneal injeksjon, rektalt suppositorium

eller oral administrasjon anvendes.

Trinn 3: Det er nedvendig & bestemme om det melkeproduser-
ende dyr har blitt sensitivt overfor antigenet eller ikke.
Det er et antall metcder kjent for de fagkyndige innen om-
rddet immunologi for & teste med hensyn pa sensitivitet
(Methods in Immunology and Immunochemistry, William, C.A. og
Chase, W.M., Academic Press, New York, vol. 1-5 (1975)). Den
foretrukne metode er 4 anvende en peclyvalent vaksine omfatt-
ende multiple bakterielle species som antigenet og a teste
med hensyn pd nzrvaret av agglutinerende antistoffer i ser-
umet av dyret fer og etter testing med vaksinen. Tilsyne-
komsten av melkeantistoffer etter immunisering med vaksinen
indikerer sensitivitet. Ved dette punkt er det mulig a ga
videre til trinn 4.

Trinn 4: Dette involverer indusering og opprettholdelse av
den hyperimmune tilstand i-det sensitiviserte dyr. Dette
utferes ved gjentatt booster-administrasjon ved faste tids-
intervaller av den samme polyvalente vaksine som ble anvendt
for & oppna den primare sensitivisering. BEt to uker booster-
intervall er optimalt for polyvalente bakterielle antigener.
Det er imidlertid nedvendig & sikre at dyret ikke gar fra en
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hyperimmun tilstand til en tilstand med immuntoleranse over-
for antigenet.

I en foretrukket utfesrelsesform kan hyperimmunisering av
bovider oppnds ved en enkelt administrasjon av mikroinnkaps-
let vaksine, fremstilt som beskrevet detaljert i eksempel 1B
i1 det etterfeolgende. Fordelen med den kontrollerte frigiv-
elsesform av hyperimmunisering er at den konstante ekspone-
ring for antigenet sikrer at dyret forblir i den hyperimmune
tilstand.

I en alternativ utferelsesform er det ogsa mulig & kombinere
forskjellige immmuniseringsprosedyrer, f.eks. samtidig admin-
istrering av mikroinnkapslet og flytende antigen, eller intra-
muskulzer injeksjon for primar immunisering, og boosterdoser
ved oral administrasjon ellexr parenteral administrasjon ved
hijelp av midler for mikroinnkapsling. Mange forskjellige
kombinasjoner av primer og hyperimmunisering mer kjent for de
fagkyndige i teknikken.

Trinn 5: Det er nedvendig & teste melken for antiinflamma-
toriske aktivitetsnivaer. Dette kan utferes ved en hvilken
som helst undersekelsesteknikk som tester effektene av enten
den hyperimmune melk eller produkter avledet derfra ved
inflammasjon. Kjemisk indusert inflammasjon av rottepoten er

en standard analyse for antiinflammatoriske medikamenter.

Trinn 6: Dette involverer samling og bearbeiding av melken.
Melken kan samles ved hjelp av konvensjonelle metoder. Bear-
beiding av melken for & isolere den antiinflammatoriske

faktor er beskrevet nedenfor.

Den enkleste prosess for isolering, rensing og testing av den

antiinflammatoriske faktor omfatter de felgende trinn:

1. fjerning av fett fra den hyperimmune melk for a fremstille
skummet melk, .

2. fjerning av kasein fra skummet melk for a fremstille myse,

3. fjerning fra mysen av makromolekyler med molekylvekt

sterre enn omtrent 10.000 dalton ved ultrafiltrering,
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fraksjonering av produktet fra trinn 3 ved anvendelse av
en ionebytterharpikskolonne for & isolere en negativt
ladet antiinflammatorisk species med molekylvekt mindre
enn 10.000 dalton,

separering av den negativt ladede species fra trinn 4 ved
molekylsilkromatografi, og

biologisk analyse av antiinflammatorisk faktor-preparatet
fra trinn 5.

I en alternativ foretrukket utferelsesform blir fraksjonene
fra molekylsilkromatografi som har biologisk aktivitet videre
renset ved filtrering gjennom en membran som tilbakeholder
makromolekyler med molekylvekt sterre enn omtrent 5.000
dalton.

Den antiinflammatoriske virkning av melkefaktoren testes
pa odem som er forirsaket ved injeksjon av en opplesning
av karrageenan i poten til rotter. Rottepotetesten er
standard-dyretesten for antiinflammatoriske medikamenter.
Winter, C.A., Risley, G.A., Nuss, A.W., "Carrageenan-
Induced Edema in the Hind Paw of the Rat as an Assay for
Anti-inflammatory Drugs", Proc. Soc. EXper. Biol. Med.
3:544 {1967). Alternativt kan man anvende en plevral
neytrofil migrasjonsinhibering-analyse som beskrevet i
eksempel 24. Vinegar et al., "Some Quantitative Charac-
teristics of Carrageenan-induced Pleurisy in the Ratr™,
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 143:711-714 (1973); Ammendola,
G. et al. "Leukocyte Migration and Lysozomal Enzymes
Release in Rat Carrageenan Pleurisy", Agents and Actions
5:250-255 {1975); Vinegar, R. et al. "Quantitative Studies
of the Pathway to Acute Carrageenan Inflammation"., Fed.
Proc. 35:2447-2456 (1976). En rekke forskjellige andre
tester kan anvendes. Wetnick, A.S. og Sabin, C. "The
Effects of Clonixin and Bethaurethasone on Adjuvant-
Induced Arthritis and Experimental Allergic Encephalomye-
litis in Rats, "Jap. J. Pharm. 22:741 (1972). Rottepote-
testen er imidlertid den enkleste og mest direkte test som
er tilgjengelig, og har vist seg & vare tilfredsstillende
for alle antiinflammatoriske medikamenter. Denne testen
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har blitt beskrevet detaljert i Beck, US patent 4,284,623,
som er innlemmet heri ved referanse i den grad at den be-
skriver rottepotetesten. I korte trekk involverer testen
injeksjon av en liten mengde karrageenan inn i fotputen
til wvoksne hvite rotter. Dette er kjent & indusere en
antiinflammatorisk respons. Den resulterende grad av
hevelse kan kvantifiseres. Prover inneholdende en anti-
inflammatorisk faktor administreres til rotten pid en hvil-
ken som helst passende mate, foretrukket ved intraperi-
tonal injeksjon, og blokkeringen eller bedringen av den
inflammatoriske prosess kvantifiseres ved hjelp av enten
volumetriske eller gravimetriske metoder.

Sammenfattet kan man isolere den antiinflammatoriske faktor
fra hyperimmunisert melk ved & felge en prosess med fjerning
av fett fra melken, fjerning av kasein, f£jerning av makro-
molekyler sterre enn 10.000 dalton, og a fortsette med ione-
bytter- og molekylsilkromatografi. Den biologiske aktivitet
av passende preparater av antiinflammatorisk faktor kan tes-
tes ved 4 gjere et dose-respons-forsek pid rotter som
beskrevet heri.

I en ytterligere foretrukket utferelsesform av den foreligg-
ende oppfinnelse renses den antiinflammatoriske faktor til
stede 1 hyperimmunisert melk ved anvendelse av en kombinasjon
av trinn som involverer: filtrering pad en membran som er i
stand til & separere molekyler basert pd deres molekylvekter,
ionebyttekromatografi, molekylsilkromatografi, og affinitets-
kromatografi (eksempel 15). Det foretrukne ferste trinn
omfatter filtrering av hyperimmun skummet melk, produsert som
beskrevet i det foregiende, gjennom en membran som tilbake-
holder molekyler med molekylvekter pa omtrent 10.000 dalton
eller mer. Materialet som slippes igjennom av membranen
(dvs. filtratet eller permeatet) samles og anvendes i videre
rensetrinn. Anordninger og membraner for & utfere slike
filtreringer er velkjent innen fagomradet.

Det foretrukne trinn etter filtrering er ionebytterkromato-~
grafi pa en anionbytter. Byttere som har dietylaminoetyl-
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grupper er blitt funnet & effektuere gode separasjoner men
det forventes at ogsd andre anionbyttere kan anvendes. Det
er foretrukket at den faste bazreren av ionebytteren er i

stand til & opprettholde heye gjennomstromningsmengder. Sefa-

rose er blitt funnet & vare egnet for dette formal.

Det foretrukne trinn etter ionebytterkromatografi er gel-
filtreringskromatografi. Det ber velges en kolonnefylling
for dette trinn som er i stand til & fraksjonere molekyler
med molekylvekter pa mindre enn 10.000 dalton. Den fore-
trukne fylling er Toyopearl HW-40 (Rhom and Haas) men andre
fyllinger som er velkjent innen fagomradet kan ogsi anvendes.
Eksempler pa andre fyllinger som kan anvendes og som er
kommersielt tilgjengelige er polymere karbochydratbaserte
fyllinger, f.eks. Sephadex G-10 eller G-25 (Pharmacia), eller
polyakrylamidbaserte fyllinger, f£.eks. Biogel P-2, P-4, P-6,
P-10 eller P-30 (Bio-Rad).

Det foretrukne trinn etter gelfiltreringskromatografi er
affinitetskromatografi pa en borataffinitetsbazrer. Disse
bazrere er blitt funnet a vare effektive ved fraksjonering av
forbindelser med lav molekylvekt med cis-diolgrupper. Den
foretrukne barer er AffiGel 601 (Bio-Rad). Dette er et
boratderivat av polyakrylamid-gelfiltreringsbzrexren Bio-Gel
P-6 {ogsa solgt av Bio-Rad).

Den foretrukne lagringsmite for preparater etter ionebytte-,
gelfiltrerings- eller affinitetskromatografitrinn er som et
fryseterket pulver. Filtratet samlet i det ferste rense-
trinnet kan lagres nedkjelt inntil bruk. Aktiviteten av den
antiinflammatoriske faktor som resulterer fra rensingen kahn
bestemmes ved anvendelse av rottepotetesten beskrevet i det
foregaende.

I en annen foretrukket utferelsesform av den foreliggende
oppfinnelse blir den antiinflammatoriske faktor til stede i
hyperimmunisert melk analytisk eller preparativt renset ved
anvendelse av en kombinasjon av trinn som involverer: ultra-

filtrering med en membran som har en molekylvektterskel
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(cutoff) pa 10.000 dalton, ionebytterkromatografi, sterrel-
seseksklusjonskromatografi pa en preparativ HPLC-kolonne og
organisk ekstraksjonspartisjon.

I et foretrukket forste trinn feres et stort volum (f.eks. 90
liter) av skummet melk gjennom en ultrafiltreringsmembran med
en 10.000 dalton terskel. Det resulterende permeat (<10K
permeat) samles for ytterligere rensetrinn.

Det foretrukne trinn etter den ovennevnte ultrafiltrering er
4 tilfere et stort volum (f.eks. 60 liter) permeat fra det
tidligere trinn til en ionebytterkolonne. Eluatet kan der-
etter fryseterkes. Dietylaminoetyl (DEAE)-Sepharose Fast
Flow bytteharpiks er blitt funnet 4 effektuere god separa-
sjon.

Det foretrukne trinn etter den ovennevnte ionebytterkromato-
grafi er anbringelse pd en preparativ HPLC-kolonne av en stor
mengde (f.eks. 100 mg) av det rensede preparat fra ionebytte-
kolonnen. Selv sterre mengder kan oppnas ved separering av
multiple prever pa 100 mg hver pd& HPLC-kolonnen og & samle
dem 1 det samme sett av rer. Rorene kan deretter tas sammen
og deres innhold fryseterkes.

Det neste foretrukne trinn er organisk partisjonsekstraksjon
som kan medfere & ta 50-100 mg av de fryseterkede HPLC-
kolonneprevene og & ekstrahere med n-heksan for & fjerne
neytrale lipider, surgjering og deretter & ekstrahere pa ny
med etylacetat. Analysen av et preparat pa en aminopropyl-
svak anionbytterkolonne for og etter organisk partisjons-
ekstraksjon er vist i fig. 44.

Resultater av forsek beskrevet 1 eksempel 16 indikerer at
forbehandling av dyr med preparater av antiinflammatorisk
faktor reduserer den blodplateaktiverende faktor (PAF) stimu-
lerte adhesjon av neytrofiler til endotelcellene som utgjer
innsideflaten i venyler og reduserer den rate hvorved neytro-
filer emigrerer fra venyler. I tillegg ble administrasjon av
preparater av faktoren etter behandling av dyr med PAF funnet
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4 redusere antallet neytrofiler som adherer til endotel-
celler. I den grad at pasienter eller dyr kan ha fordel av
disse effekter, omfatter den foreliggende oppfinnelse anvend-
else av den antiinflammatoriske faktor. Dette er tilfellet
unavhengig av den spesielle sykdom som er indikert. Likeledes
indikerer dataene i eksempel 16 at den antiinflammatoriske
faktor forarsaker dens effekter pad adhesjon og emigrasjon ved
direkte & interagere med celleoverflate CD18 antigener og &
hindre andre molekyler 1 & interagere med dette glykoprotein-
komplekset. Den foreliggende oppfinnelse omfatter anvendelse
av den antiinflammatoriske faktor ogsa for dette formal.

Som vist i1 eksempel 18 undertrykker administrasjon av et
preparat av antiinflammatorisk faktor til dyr Host-vs.-Graft
men ikke Graft-vs.-Host reaksjonen og bevirker en ekning i
miltvekt og i antallet miltlymfocytter. Lymfocyttresponsen
pa Concanavalin A ble ogsd funnet & bli motvirket av prepa-
ratet. Disse data indikerer at den antiinflammatoriske fak-
tor er anvendbar ved inhibering av vevsedeleggende infeksigse
prosesser, og 1 situasjoner hvor suppresjon av lymfocyttfunk-
sjon er enskelig.

Som vist i figur 43 resulterer avsalting av MAIF (oppnadd ved
organisk partisjonsekstraksjon) i dramatiske ekninger i rens-
ing som indikert ved at sa mye som en 10.000 ganger lavere

dose av MAIF er nedvendig for & oppni lignende nivaer av
migrasjonsinhibering av rotte-plevralleukocytter.

Preparatene i samsvar med den foreliggende oppfinnelsen kan
administreres pd en hvilken som helst mate som tilveiebringer
antiinflammatorisk aktivitet., For eksempel kan administra-
sjon vare parenteral, subkutan, intravenes, intramuskulear,
intraperetoneal eller oral.

Faste doseringsformer for oral administrasjon inkluderer
kapsler, tabletter, piller, pulvere og granuler. I slike
faste doseringsformer er den aktive forbindelse blandet med
minst ett inert fortynningsmiddel siik som sukrose, laktose
eller stivelse. Slike doseringsformer kan ogsd omfatte,



15

20

25

30

35

24

hvilket er normal praksis, ytterligere substanser bortsett
fra inert fortynningsmiddel. I tilfellet med kapsler,
tabletter og piller kan dogeringsformene ogsd omfatte buf-

ringsmidler. Tabletter og piller kan ytterligere fremstilles
med et enterisk belegg.

Flytende doseringsformer for oral administrasjon inkluderer
farmaseytisk akseptable emulsjoner, opplesninger, suspen-
sjoner, siruper og eliksirer, inneholdende inerte fortyn-
ningsmidler alminneliq anvendt innen det farmaseytiske
omrade. Foruten inerte fortynningsmidler kan slike prepa-
rater ogsa inkludere adjuvanser, slik som fuktemidler, emul-
gerings- og suspensjonsmidler, og setningsmidler.

Preparater i samsvar med denne oppfinnelsen for parenteral
administrasjon inkluderer sterile vandige eller ikke-vandige
opplesninger, suspensjoner eller emulsjoner. Eksempler pa
ikke-vandige lesningsmidler eller vehikler er propylenglykol,
polyetylenglykol, vegetabilske oljer slik som olivenolje og
injiserbare organiske estere slik som etyloleat.

Doseringen av aktive ingredienser i preparatet i samsvar med
denne oppfinnelsen kan varieres. Det er imidlertid nedvendig
at mengden av den aktive bestanddel skal vare slik at en
passende doseringsform oppnads. Den valgte doseringsform av-
henger av den enskede terapeutiske effekt, pa administra-
sjonsruten og pa varigheten av behandlingen.

Administrasjonsdosering og -hyppighet vil avherige av alderen
og den generelle helsetilstand til pasienten, idet muligheten
for bivirkninger tas 1 betraktning. Administrasjon vil ogsa
vare avhengig av samtidig behandling med andre medikamenter
og pasienters toleranse av det administrerte medikament.

Idet oppfinnelsen na er beskrevet i generelle vendinger, vil
oppfinnelsen beskrives ytterligere ved referanse til visse
spesifikke eksempler som er tilveiebragt heri kun med det
formal & vere forklarende.
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Eksenmpel 1A

Fremstilling av S-100 wvaksine

En bakteriekultur inneholdende det spektrum av bakterier som
er vist i tabell 1 i det etterfelgende som oppnddd fra the
American Type Culture Collection ble rekonstituert med 15 ml
medier og inkubert over natten i 37°C. SA snart god wvekst
var oppnadd ble omtrent halvparten av bakteriesuspensjonen
anvendt til & inokulere en liter dyrkingslesning idet inoku-
latet inkuberes ved 37°C. Den gjenvarende suspensjon ble
overfert til sterile glykolrer og lagret ved -20°C i opp til
6 maneder.

Etter at god wvekst var synlig i kulturen ble bakteriecellene
hostet ved sentrifugering av suspensjonen i 20 minutter for a
fjerne media. Den oppnadde bakteriepellet ble resuspendert i
steril saltopplesning og bakteriepraven'ble sentrifugert tre
ganger for & vaske mediene fra cellene. Etter den tredje
vask med steril saltopplesning ble bakteriepelleten oppnadd
ved sentrifugering resuspendert i en liten mengde dobbelt-
destillert vann.

Den mediafrie bakteriesuspensjon ble varmedrept ved anbring-
else av suspensjonen i en glasskolbe i et 80°C wvannbad over
natten. Levedyktigheten av dyrkingslesnings-kulturen ble
testet med en liten mengde varmedrepte bakterier. Dyrknings-
lesningen ble inokulert med varmedrepte bakterier, inkubert

ved 37°C og kontrollert daglig for vekst, da bakteriene mi
vaere drept for anvendelse i vaksinen.

De varmedrepte bakterier ble fryseterket inntil terr til-
stand. De terre bakterier ble deretter blandet med steril
saltopplesning til en konsentrasjon pa 2,2x10% bakterie-

celler/ml saltopplesning (1,0 optisk densitet-avlesning ved

660 nm) .
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Tabell 1
S§-100 Bakterieliste
Navn - ' Medla‘ill _{ ATTCH
L. Staph asres BHI | + .| 1ie631
2 Smpb cpzdcnmdzs BHI | + 155 -
3. Sn-ep. . pyogenes, A. Type 1 APT | + 8671
4. Strep. pyogenes, A Type3 . | APT | « 10389
‘5. Strep. pyogenes, A Type 5 | APT | + | 13347
6. Strep. pyogenes, A. Type8 | APT | + | 12349
7. Strep. pyogenes, A. Type 12 | APT | + 11434
8. Sirep. pyogenes, A Type 14| APT| + | 12972
9. Strq:.ﬂogm,A.'Ijzpels APT | + 12357 |
10. angqugns A_ibpeZZ APT| + 10403
iL Aavhuur4angma BHI - . 884
12. Escherichia ¢ coli BHI | - .26 -
13. Salmomlla enveritidis BHI - 13076 -
14. Phudmuwuuaaggpmu.‘ BHI - . TT00-
15. Klebsielli preumoniac BHI | - 9590 -
- 16, Salmonella typbimurium BHI - 13311,
17. Hagmapbilus influenzae BHI | - 9333
18. Strep. mitis APT | + 6249
19. ‘Protexs vidgaris BHI | - 13315
20. Shigella dysenteriae BHI| - 11835
21. Diplococcus prewmoia ATl o+ | 6303
22. Propionibacter acnes D.1.% + 11827
23. Strep. sanguis APT | + 10556
24; Strep. salivarius APT | + 1341§
25, Strep. mutans BED | + | 25175
6. Strep. agalactiae APT + 13813

*Dyrkingslesning
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Kuer ble gitt daglige injeksjoner av 5 ml prever av den poly-
valente flytende vaksine. Antistoff (IgG) titernivaer for
det injiserte kveg ble bestemt periodisk ved anvendelse av en
enzyme-linked immuncassay for bovint antistoff mot det poly-
valente antigen.

Eksempel 1B

Immuniseringsprosedyrer

Varmedrepte bakterier ble frembragt pi samme madte som be-
skrevet ovenfor. Den oppnadde polyvalente antigenpreve
(8§-100) ble mikroinnkapslet ved en konvensjonell fasesepara-
sjonsprosess for & fremstille et polyvalent antigeninnehold-
ende mikropartikkelprodukt. Generelt dannes de antigeninne-
holdende formede matriksmaterialer fra polymerer av biofor-
likelig material, foretrukket biologisk nedbrytbare eller
biologisk eroderbare materialer, foretrukket polymelkesyre,
polyglykolsyre, kopolymerer av melkesyre og glykolsyre, poly-
kaptolakton, kopolyoksalater, proteiner slik som kollagen,
fettsyreestere av glycerol, og celluloseestere. Disgsse poly-
merer er velkjent innen fagomradet og er beskrevet for
eksempel i US 3,773,919, US 3,887,699, US 4,118,470, US
4,076,798, alle innlemmet heri ved referanse. Det anvendte

. .polymere matriksmaterial wvar en biologisk nedbrytbar laktid-

glykolid-kopolymer.

Varmedreﬁte bakterielle antigener innkapsles 1 slike matriks-
materialer, foretrukket som mikrokuler med diameter mellom
1-500 mikrometer, foretrukket 10-250 mikrometer. Innkapsl-
ingsprosessene er konvensjonelle og omfatter faseseparasjons-
métoder, grenseflatereaksjoner og fysiske metoder. Mange
kombinasjoner av matrikser og mange konsentrasjoner av assor-
terte antigener kan anvendes, for i serge for optimale fri-
gjeringsrater av bakterielle antigener til vertskroppen fra
mikropartiklene. Disse kombinasjoner kan bestemmes av de
fagkyndige pa omradet uten unedvendig eksperimentering.

Mikropartiklene i eksempelet var mindre enn 250 mikrometer i

diameter. Omtrent 750 mg mikropartikler inneholdende 22%
(16,5 mg) polyvalent antigen ble deretter suspendert i om-
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trent 3 ml av en vehikkel (1 vekt%
boksymetylcellulose i vann).

En liten gruppe kveg ble utvalgt £

Tween 20 og 2 vekt% kar-

ra en sterre kvegflokk.

Fem av disse vilkarlig utvalgte kveg ble valgt som kontroll-

er. Fire kveg ble injisert intramuskulaert med mikropartikler

inneholdende polyvalent antigen.

Mikropartikkelprever ble

sterilisert med 2,0 mRad gammastriling. Antistoff (IgG)

titerniv&er ble bestemt periedisk
nadd fra de inokulerte kuer, si ve

Eksempel 2

fra prever av kumelk opp-
1l som fra kontrollkuene.

Isolasjon av MAIF faktor fra hyperimmunisert melk

Trinn 1: Fremstilling av melkefil

trat

20 liter frisk melk fra hyperimmuniserte kuer ble kjert

gjennom en floteseparator (DelLaval
fettet.

De resulterende 16 liter skummet melk ble ultrafiltrert for &

fjerne species med hey molekylvekt

Model 102) for & fjerme

(over 10.000 dalton) wved

anvendelse av en hulfiber-diafiltrering/konsentrator (Amicon
DL-10L). Konsentratoren er utstyrt med to 10.000 dalton
molekylvektterskel-patroner (Amicon HgP,,.,;)- Den skummete
melken ble kjert ved en pumpehastighet pd 80 pad maleren og
innleps- og utlepstrykk pa henholdsvis 0,21 MPa og 0,17 MPa.

12 liter av filtratet (<10.000 dalton) som kommer ut av
patronene ved en stremningshastighet pa 4 liter pr. time ble

frosset eller fryseterket for lagring og for ytterligere

rensing.

Trinn 2: Ionebytterkromatografi

Den melk-antiinflammatoriske faktor i filtratet ble forst
isolert ved hjelp av en anionbytterkromatografikolonne.

I denne prosedyren ble DERE-Sepharose CL-6B (Pharmacia)
anvendt for & fylle en 5x10 cm glasskolonne som var ekvili-
brext med sterilt dobbeltdestillert wvann, pH 7,0.



5

10

15

20

25

30

35

29

1 liter filtrat (<10.000} ble tilfert til kolonnen og eluert
med sterilt dobbeltdestillert vann, pH 7,0 ved en stremnings-
hastighet pad 160 ml pr. time. 10 ml fraksjoner ble samlet og
kontrollert ved 280 nm i en LKB Uvicord 4700 absorpsjonsmiler
med en optisk densitet skrevet ut pd en tilknyttet skriver
(Pharmacia REC-482).

Substanser forskjellig fra den antiinflammatoriske faktor som
har positive og neytrale ladninger er ikke bundet til DEAE-
Sepharose-gelen. De elueres ved gjennomfallings-toppen
(ferste topp). Den antiinflammatoriske faktor som bazrer en
negativ ladning tilbakeholdes av gelen.

For a eluere faktoren ble kolonnen eluert med en trinnvis
gradient ved anvendelse av steril fysiologisk saltopplesning,
PH 7,0. En typisk profil er vist i fig. 1. Bioassay av de
individuelle fraksjoner apenbarte at den andre topp inne-
holder faktoren. Fraksjoner omfattende den andre topp og
dens skulder anvendes for videre rensing. Utvinningsunder-
sekelger viser at 8,8 gram terret pulver ble oppnadd ved
denne prosessen.

Trinn 3: Gelfiltreringskromatografi . .

Den andre topp oppnadd fra trinn 2 inneholder den antiinflam-
matoriske faktor og andre negativt ladede molekyler. Et
ytterligere rensingstrinn var derfor nedvendig. For & oppna
ytterligere rensing er det hensiktsmessig & anvende en gel-
filtreringskolonne for a separere forskjellige komponenter pa
grunnlag av molekylvekt.

I denne prosessen ble Sephadex G-10 harpiks (Pharmacia) fylt
i en 2,5x80 cm glasskolonne og ekvilibrert med sterilt
dobbeltdestillert vann, pH 7,0. To gram av den andre frak-
sjonen fra trinn 2 ble opplest pd ny i sterilt dobbeltdestil-
lert vann og tilfert til toppen av kclonnen. Kolonnen ble
eluert ved en stremningshastighet pad 30 ml pr. time. Frak-
sjoner (3,3 ml) ble samlet og kontrollert ved 254 nm og

280 nm (Pharmacia Duo Optical Unit)} med optisk densitet
skrevet ut pa en tilknyttet skriver (Pharmacia REC-482).
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Der var typisk 3 topper vist i elueringsprofilen som illu-
strert 1 fig. 2. Den ferste og andre topp inneholdt anti-
inflammatorisk aktivitet.

Den forste topp er et aggregat som dannes pa G-10 kolonnen
som inneholder den aktive faktor.

Den andre topp inneholder den ikke-aggregerte form av faktor-
en. Bade aggregatformen (topp 1) og den ikke-aggregerte form
(topp 2) er biologisk aktive i rotte-bioassay.

Eksempel 3

Karakterisering av melk-antiinflammatorisk faktor
Molekylvekten av den ikke-aggregerte form av faktor fremstilt
ved metoden beskrevet i det foregiende ble funnet & vzre
mindre enn 10.000 dalton. Dette ble utledet fra det faktum
at det forste trinn i isoleringen av faktoren fra myse var
ved ultrafiltrering under anvendelse av en membran som ikke
tillatexr passering av species med molekylvekt >10.000 dalton.

Faktoren har en negativ ladning. Dette ble bestemt ved til-
fering av melk-ultrafiltrat til ‘en DEAE-celluloseionebytter-
kolonne. Den antiinflammatoriske aktivitet..eluerte ikke fra
kolonnen med vann. Endring av elueringsmediene til natrium-
klorid (0,9% pH) forarsaket eluering av flere topper (fig.
1) . Neytrale og positivt ladede species adherer ikke til
ionebytterharpiksen, og negativt ladede species elueres ved
ekning av saltkonsentrasjonen. Nar permeatet med molekylvekt
mindre enn 10.000 dalton ble tilfert til DEAE kolonnen elu-
erte neytrale salter cg sukkere med vann (topp 1, fig. 1).
Tre tydelige topper eluerte ndr bufferen ble endret til salt-
opplesning (topper 2-4). Den andre topp og dens skulder inne-
holdt antiinflammatorisk biologisk aktivitet i rotte-

analysen. Det konkluderes derfor at faktoren har en negatiﬁ
ladning.

Et annet kjemisk kjennetegn av faktoren er at det danner et

aggregat under prosessen med fjerning av salt. Denne egen-
skapen ble apenbar nar permeat med molekylvekt <10.000 dalton
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ble fert over en Sephadex G-10 kolonne, ekvilibrert med
dobbeltdestillert vann og eluert med vann ved en pH p& 7
(fig. 2). Tre topper eluerte fra G-10 kolonnen. Den forste
toppen eluerte med det ubesatte volum hvilket antyder en
molekylvekt 1lik eller storre enn 10.000 dalton. Dette var
uventet fordi molekyler sterre enn 10.000 dalton tidligere
hadde blitt fjernet fra denne preven ved ultrafiltrering.
Den andre topp eluerte i den stilling som var forventet for
den antiinflammatoriske faktor. Bade den ferste og andre
topp utviste antiinflammatorisk biologisk aktivitet i rotte-
poteanalysen, mens den tredije topp manglet aktivitet. Det
var overraskende & finne at bade den forste og andre topp
hadde antiinflammatorisk biologisk aktivitet. Materialet
utvunnet fra den ferste topp av G-10 kolonmen (trinn 3) ble
fryseterket og tilfert til en G-100 kolonne. En enkelt topp
ble eluert med det ubesatte volum, hvilket antyder en mole-
kylvekt pa 100.000 dalton eller sterre. G-10 kolonnen i
trinn 3 fjernmer salt pi samme tid som den separerer de for-
skjellige molekylvekt-species. Det konkluderes derfor at
under passering over G-10 kolonnen og resulterende fjerning
av salt dannet den antiinflammatorisk faktor et aggregat med
stor molekylvekt. Aggregasjonsgraden varierte med saltkon-
_sentrasjonen.

Aggregasjonsegenskapen antyder den mulighet at et bredt
spektrum av species med forskijellig molekylvekt kan dannes
som har antiinflammatorisk biologisk aktivitet p& grunn av
tilstedeverelsen av den antiinflammatoriske faktor. Funnet
av denne egenskap henleder tanken pa den mulighet & produsere
melk-antiinflammatoriske faktorer som har et bredt spektrum
av forskjellige bickjemiske egenskaper avhengig av aggrega-
sjonsgraden av sluttproduktet. For eksempel kan formule-
ringer som har lengere ellexr kortere biologiske halverings-
tider fremstilles ved anvendelse av aggregater med sterre
eller mindre molekylvekt, idet molekylvektfordelingen styres
ved saltkonsentrasjonen under bearbeiding. Kolonnekromato-
grafimetoden beskrevet heri resulterer i species med den
minste molekylvekt som har blitt oppnadd som har bioleogisk
aktivitet (dvs. topp 2 fra G-10 kolonnen i trinn 3). Denne
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observasjonen leder ogsa tankene hen pa anvendelse av andre
metoder for dannelse av aggregatene. For eksempel bevirker
fortynning i vann at aggregasjon inntreffer. Kjemiske midler
som binder salter, s®rlig kalsium, kan fordrsake dannelse av
aggregatet. Etter at dette funn er gjort vil andre metoder
for dannelse av aggregatet og separering av faktoren vare
dpenbare for de fagkyndige innen omradet.

Eksempel 4

Analyse av biologisk aktivitet

Den antiinflammatoriske aktivitet av renset antiinflammato-
risk faktor ble testet pd edem som var forarsaket av injek-
sjon av en opplesning av karrageenan inn i fotputene til
rotter. En fryseterket preve av melk-antiinflammatorisk
faktor-preparatet ble opplest i en passende vehikkel og gitt
intraperetonealt til forseksrotter. Karrageenanet ble der-
etter administrert til rottene i en mengde pad 0,1 ml av en 1%
saltopplesning i hver bakre fotpute. Fotputene ble malt fer
injeksjonene ble gitt og 2,5 timer etter injeksjonene, under
anvendelse av en tykkelsesmaler. Resultatene er illustrert i
tabeller 2 og 3. I disse tabellene refererer forkortelsen
MATF til preparatet av melk-antiinflammatorisk faktor oppnadd

under anvendelse av prosedyrene beskrevet i eksempler 1. og 2

i det foregaende.

Den ikke-aggregerte form av faktoren (topp 2 fra G-10 kolonn-
en) fra kontroll- og hyperimmun melk bevirket reduksjon i
inflammasjon av rottepoten ved doser mellom 1 mg og 0,25 mg
({tabell 2}. Bé&de den hyperimmune melk og den regulare melk
utviste aktivitet. Det hyperimmune material var imidlertid
mer kraftig. Det ble fra dette konkludert at den antiinflam-
matoriske faktor er til stede i sterre konsentrasjon i melken
fra hyperimmune kuer.

Den andre topp fra DEARE kolonnen utviste aktivitet nar iso-
lert, fra enten hyperimmun melk eller regular melk. BAktivi-
teten er vesentlig sterre i den hyperimmune melk {tabell 3).
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Den ferste topp fra G-10 kolonnen, som er den aggregerte form
av faktoren, utviste aktivitet i rottepotetester (tabell 2).
Den aggregerte form er imidlertid ikke si& kraftig som den
ikke-aggregerte form pd et grunnlag med lik vekt.

Det konkluderes fra disse undersekelser at den antiinflamma-
toriske faktor forekommer naturlig i kumelk. Hyperimmuni-
sering av kuene fordrsaker heyere konsentrasjon av faktor i
melken. Faktoren er et lite, negativt ladet molekyl gom kan
separeres fra melken ved hjelp av en rekke forskjellige
metoder. Faktoren kan danne aggregater med hey molekylvekt
som ikke naturlig forekommexr i melk, men dannes under be-

arbeiding.

Tabell 2
Effekt av melk-antiinflammatorisk faktor (MAIF)
pa reduksjon av inflammasjon i rotter
Fremstilt fra hyperimmun melk
Fotpute-midlinger (mm)
%
Fer Etter Inflamma-
MAIF Dosering injeksjon injeksjon Forskjell sjon
~2,70 mg/rotte T35 437 5,01 1,58" 46
1,0 mg/rotte 3,49 5,39 1,90 54
0,5 mg/rotte 3,42 5,51 2,09 61
0,1 mg/rotte 3,43 5,86 2,43 71
Kontxroll/
saltopplesning 3,43 5,82 2,39 70
Fremstilt fra normal kumelk
2,0 mg/rotte 3,30 5,24 1,54 59
1,0 mg/rotte 3,31 5,22 1,81 58
0,5 mg/rotte 3,32 5,33 2,01 61
0,25 mg /rotte 3,31 5,42 2,11 64
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Tabell 3
Sammenligning av halvrensede fraksjoner av MAIF
pa reduksjon av inflammasjon i rotter
(Fremstilt fra hyperimmun og reguler melk)
Fotpute-palinger {(mm)
2,5 timer %
For etter Inflamma-
injeksjon injeksjon Forskjell sjon

DEAE kolonne

andre topp

hyperimmun 3,25 5,04 1,79 55

melk

2 mg/rotte

DEAE kolonne

andre topp

regulzr melk 3,30 5,24 1,94 59

2 mg/rotte.

G-10 kolonne

forste topp 3,31 4,98 1,67 50

2 mg/rotte

Kontroll/

saltopplesning 3,34 5,63 2,29 69
Eksempel 57

Kjemisk analyse av antiinflammatorisk faktor
Antiinflammatorisk faktor-prever ble analysert kjemisk.
Faktoren er ikke krystallinsk av struktur, som bestemt wved
rentgendiffraksjonsundersekelser. MAIF preparater ga en ele-
mentzranalyse 1 overensstemmelse med karbohydrat-sammenset-
ning. Forholdene av C, H og O var i overensstemmelse med et
polymert eller oligomert material idet noen karbinolgrupper
er oksydert til karboksyl. Det svake overskudd av kalsium-
ekvivalenter i forhold til kloridioner kan gjeres rede for
delvis som karboksylatsalter. Det gjenverende kan vare
natrium- eller kaliumsalter. Smeltingéoppfarselen, eller
snarere ikke-smeltingsoppferselen, tydet imidlertid p& salt-
lignende sammensetninger og/eller sammensetninger med heyere
molekylvekt. Materialer i den foreliggende renhetstilstand
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inneholder apenbart en varierende mengde salter av kalsium og
klorid, sannsynligvis CaCl,.

Intet preparat inneholdt en betydelig mengde nitrogen som
utelukker enhver peptidkomponent i sin sammensetning. Fra-
veret av vesentlig nitrogen kan likeledes utelukke narvaret
av aminosukkere og andre nitrogeninneholdende materialer slik
som forskjellige komplekse lipider som hovedkomponent (er) .

Pyrolytiske massespektra apenbarte vesentlige spor av fett-
syrer med 18 karbonatomer. Dette faktum, tatt sammen med
spor av N og P, antyder narveret av et kcmplekst lipid i
preparatet.

Infrared spektroskopi apenbarte absorpsjoner svarende til
karbinol- og karboksylatfunksjonaliteter. Ultrafiolett,
synlig og fluorescerende spektroskopi apenbarte ingen vesent-
lig mengde av kromoforer utover dem indikert wved infrared
spektroskopi.

De kjemiske tester overensstemmer med et oligomert karbo-
hydrat, hvori karbonylfunksjonen (aldehyd eller keton) er
bundet opp i subenhets-bindinger. .Det oligomere karbohydrat
inneholder ogsd noe sidekjede-cksydasjon til karboksylat.

MAIF preparatet er i alt vesentlig, men ikke fullstendig
rent.

Eksempel 6

Rottepotegden-tester: Oral administrasjon
Karrageenan-rottefotputeanalysen ble anvendt for & teste
effektiviteten av den antiinflammatoriske faktor som et in
vivo antiinflammatorisk middel. 30 voksne hvite rotter ble
vilkdrlig delt i tre grupper av ti rotter pr. gruppe. Grupp-
ene mottok, i fem daglige. behandlinger pa rad, enten 10 mg
skummet melk-pulver fra hyperimmuniserte dyr, 10 mg skummet
melk-pulver fra ikke-immuniserte dyr eller ingen behandling
(kun 20 ml vann pr. dag}. Pulverene ble oralt administrert i
20 ml vann. Pa den femte dag ble den hesyre pote av hver
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rotte injisert med 0,1 ml av 1% karrageenan i saltopplesning.
Denne prosedyren er kjent a forarsake akutt inflammasjon
(2dem}. 24 timer etter injeksjon ble rottene avlivet, potene
amputert, og vekten av venstre (kontroll) og heyre (oppsvul-
met) poter ble sammenlignet. Resultatene av analysen er vist
i tabell 4 (uttrykt som vekt i gram) og i fig. 3 (uttrykt som

prosentandel av den gjennomsnittlige wvekt av kontrollpoter).

Tabell 4
Resultater av rottepotesdem-test
{Pote-vekt, g, middelverdi + sem, n = 10)

Behandling Karrageenan Kontrell Forskjell
Pote (vekt, g) j Pote (vekt, g) {g9)
Immun melk 1,78 + 0,03 1,71 + 0,02 0,06 + 0,02
Kontrollmelk 1,88 + 0,06 1,64 + 0,03 0,24 + 0,05
vann 1,86 + 0,03 1,65 + 0,03 0,22 + 0,02

Den inflammatoriske respons pd karrageenaninjeksjon ble mar-
kert redusert i rottene behandlet med immun melk ndr sammen-
lignet med gruppen gitt ikke-immun melk og kontrollgruppen
gitt vann. 1Ingen tegn pa bivirkninger eller uheldige virk-
ninger pa den generelle helse til rottene ble pavist. Fra
disse data kan det konkluderes at daglig forbruk av skummet
melk-pulver fra hyperimmuniserte dyr nesten fullstendig
blokkerte den inflammatoriske respons indusert ved injeksjon
av karrageenan i fotputen til rotter.

Eksempel 7

Kvantitative rottepotepdem-tester

En serie forsek ble utfert pa& hyperimmun melk-fraksjonen.
Forsekene var utformet for & bekrefte den antiinflammatoriske
aktivitet av den melk-antiinflammatoriske faktor nar gitt
intraperitonealt og a etablere en dose-respons-kurve, ut-
forske alternative adminigtrasjonsruter og undersske dose-
ringskurer som kan danne grunnlaget for videre undersekelser.
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Topp I fra G-10 kolonnen, levert av Stolle Milk Biologics
International, ble fremstilt i samsvar med metodene beskrevet
i patent nr. 4,956,349. Laktose, oppnaddd fra kommersielle
kilder, ble anvendt som placebo. BAgpirin ble anvendt som
positiv kontrocll. Aspirin ble opplest i vann og ble gitt
oralt ved gastrisk gavage ved et forhold pa 200 mg pr. kilo,
en dose kjent for & vere aktiv i analysen. En 2% opplesning
av kappa-karrageenan (Sigma C-1263) har blitt funnet a frem-
bringe de mest reproduserbare resultater og ble siledes
anvendt i disse forsek. Fotputeanalysen ble modifisert ved
anvendelse av isotopisk merket humant serumalbumin (?°I-HSA)
som lokaliseres i den karrageenaninduserte lesjon i direkte
forhold til volumet av eksudatet. Ved bestemmelse av det
totale radioaktive tall i fotputen og sammenligne dette med
tallene i et kjent volum av plasma fra det injiserte dyr,
oppnds en direkte midling av edem i mikroliter plasma-ekviva-
lenter. 1?51-HSA ble injisert intravenest ved en dose pa 1,0
mikrocurie pr. rotte. Dark Agouti hunnrotter ble anvendt.
Rottene var omtrent 12 uker gamle, veide mellom 160 og 200
gram, og ble oppnadd fra kolonien innavlet i firmaet.

For a utfere karrageenan-fotputeanalysen ble 0,1 ml av 2%

_karrageenan-opplesning injisert subkutant inn i hver bakfot-

pute til en bedevet rotte. Denne injeksjonen ble umiddelbart
etterfulgt av injeksjon av 1,0 mikrocurie *251-HSA i 0,5 ml
saltopplesning i halevenen. Etter fire timer ble hver rotte
veiet, blodprever ble tatt og rotten ble avlivet. Begge bak-
fetter ble deretter fjernet og radioaktivitetsnivaene i hver
fot og i den 200 pl plasmastandard ble malt i en automatisert
gammateller. Fra disse malingene ble volumet av odem i hver
fot beregnet og uttrykt i mikroliter.

Forsgk 1: Intraperitoneal doserespons

Fig. 4 illustrerer effekten av intraperitoneal administrasjon
av et renset preparat av MAIF sammenlignet med laktose (CON),
aspirin og ingen behandling (ingen R,). Alle behandlinger
(laktose, aspirin, MAIF) ble gitt 30 minutter fer injeksjonen
av karrageenan.
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Karrageenaninjeksjon resulterte i edem som utgjer i gjennom-
snitt 250 pl {(ingen ij. @demet ble inhibert ved hjelp av
aspirin og alle doseringer av MAIF preparatet men ble ikke
inhibert ved hjelp av laktose. Den intraperitoneale dose-
respons-kurve oppnadd med MAIF preparatet, utledet ved &
uttrykke dataene som prosentandel av gjennomsnittlig kontroll
(ingen behandling) ~edem er vist i fig. 5.

Forsek 2: Effekter av forskjeilige administrasjonsruter for
MAIF

Fig. 6 illustrerer effekten, pd fotputeedem, av administra-

sjonen av laktose og et preparat av renset MAIF oralt (ORAL),

intramuskulzrt (IM), subkutant (SUB Q) og intravenest (IV).

Det er ogsa vist en positiv kontroll (aspirin) og en ikke-

behandlet kontroll (ingen R,).

Preparatene ble administrert forut for karrageenan-testing i
samsvar med den felgende plan: Aspirin: oralt, 30 minutter
for; subkutan MAIF: 1 time fer; oral MAIF: 24, 16 og 1 timer
for; intramuskular MAI¥: 30 minutter fer; intravenss MAIF:
ved tidspunktet for testing (isotop ble ogsd injisert).

Resultatene indikerer, uttrykt som prosentandel av gjennom-

snittlig kontroll-edem i hver separate analyse, at den anti-
inflammatoriske faktor ved alle administrasjonsruter inhi-
berte esdemdannelse. 40 mg av MAIF preparatet gitt intra-
venest opphevet nesten fullstendig den inflammatoriske
respons pa karrageenan. Disse resultatene demonstrerer den
antiinflammatoriske aktivitet av MAIF og, i betraktning av
resultatene i forsek 1 i det foregaende, antyder at rekke-
felgen av effektivitet for forskjellige administrasjonsruter
er IV »> IP > IM > SUB Q > ORAL.

Forsgk 3: Effekt pd esdem av intravenes og langvarig oral
administrasjon: doserespons

Fig. 7 viser effektene av IV og oral administrasjon av et

renset preparat av antiinflammatorisk faktor pa fotputeedem i

rotter. Oral behandling med MAIF (40 mg pr. rotte pr. degn)

ble gitt daglig i seks dager og ogsd en time fer
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karrageenantesting (PO} . Intravenesse behandlinger (5, 10,
20 mg) ble gitt ved tidspunktet for karrageenantesting (IV).
Det er ogsd vist en positiv kontroll (aspirin) og en negativ
kontroll (ingen behandling) .

Resultatene vist i fig. 7 indikerer at alle tre doseringer av
MAIF preparatet resulterer i antiinflammatorisk aktivitet som
overskrider selv aktiviteten av aspirin i analysen, mens
langvarig oral administrasjon resulterer i markert men
begrenset aktivitet. '

Undersekelsen ble derfor utvidet til a underseke effektene av
ytterligere reduserte intravenese doseringer av antiinflamma-
torisk faktor. Intravenese doseringer av laktoseplacebo ble
inkludert som en kontroll. Resultatene av disse undersek-
elser er vist i fig. 8. Intravenese doseringer av 2,5 og

1 mg av MAIF preparatet (IV) indusexrte antiinflammatorisk
aktivitet i aktivitetsomriddet indusert ved aspirin. 10 ml
intravenes laktoseplacebo (10 mg PLAC IV} induserte ikke
aktivitet i det omradet.

En intravenes dose-respons-kurve ble utledet ved a4 kombinere

.xesultatene fra forsek 2_og.3_og_4 uttrykke .disse. resultatene

som prosentandel gjennomsnittlig kontroll-odem (ingen behand-
ling) i hver separate analyse. Kurven er vist i fig. 9.

Konklusjonene som kan trekkes fra de kvantitative rottepote-
zdem-testene er som felger: melkefraksjon topp I fra G-10
kolonnen, ekstrahert og renset som beskrevet i patent nr.
4,956,349, viser konsistent antiinflammatorisk aktivitet nar
testet i rottepoteodem-mcdellén. En dosering av 4 mg MAIF
preparat pr: rotte gitt intravensst ved tidspunktet for
karrageenaninjeksjon er tilstrekkelig til & drastisk inhibere
sdem og ble derfor valgt som en standard som andre preparater
ville sammenlignes mot 1 ytterligere forsek.

Eksempel 8

Antiinflammatoriske egenskaper av preparater av hyperimmun
melk oppnadd fra identiske tvillingkuer
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Effekten av vaksinasjon p& den antiinflammatoriske aktivitet
av melk ble undersekt ved testing av bioaktiviteten av for-
skjellige melkefraksjoner og oppnaddd fra identiske tvilling-
kuer. Basert pé ekstraksjonsmetodene beskrevet i patent nr.
4,956,349 ble et ekstraksjonsskjema som benytter ultrafil-
trering utarbeidet. Bearbeidingssekvensen var scm fslger:

ra melk

skumming

pasteurisering

leype —> |

| -> kasein (fjernes)
myse
|

ultrafiltrering -> retentat(R;)

permeat (P,)
fortynning 1:4

ultrafiltrering -> permeat (P,)

retentat (R,)

Melkepreover ble fremstilt fra immuniserte tvillingkuer, ikke-
immuniserte kontroll-tvillingkuerxr, og rekonstituert skummet
melk-pulver tidligere fremstilt fra immuniserte kuer. Preve-
gruppen besto av 45 grupperinger av identiske tvillingkuer.
En ku fra hver tvillinggruppering ble vaksinert annen hver
uke med Stolle S100 blandet bakterin {beskrxevet i patent nr.
4,956,3249). Bioaktiviteten av de forskjellige fraksjoner ble
testet ved hjelp av intravenes injeksjon under anvendelse av
karrageenan-rottefotpute-analysen beskrevet i det foregiende.



10

15

20

25

30

35

41

Hypotesene som skulle testes var at (a) hyperimmunisering var
ansvarlig for den antiinflammatoriske aktivitet beskrevet i
det foregaende, (b) MAIF kunne ekstraheres i kommersiell
malestokk ved ultrafiltrering, og (c) fortynning av permeatet
ville forirsake aggregasjon av den antiinflammatoriske fak-
tor, hvilket bevirker at den tilbakeholdes av 30.000 mole-

kylvekt-ultrafiltreringsmembranen.

Fig. 10 illustrerer resultatene av et tvillingflokk-ultra-
filtreringsforsek utformet for & teste biocaktiviteten av for-
skjellige fraksjoner dannet fra melken av ikke-vaksinerte
kontroll-tvillinger og fra rekonstituert melkepulver fra
immuniserte kuer. Fraksjonene som ble testet er som felger:
Topp I, G-10 kolonnepreparat, 4 ml (OHIO MAIF STD); R, slutt-
retentat fra ikke-vaksinert tvilling (KONTROLL-TVILLING R,);
P, sluttpermeat fra det rekonstituerte melkepulver (REKON
$100 P,); dialysert R, sluttretentat fra ikke-vaksinert
tvilling (KON DIALYSERT R,); dialysert sluttretentat fra det
rekonstituerte melkepulver (S100 DIALYSERT R,).

Ingen antiinflammatorisk aktivitet kunne detekteres i slutt-
retentatfraksjonen R, fremstilt fra ikke-immuniserte kuer,
gselv etter dialyse. 1Ingen antiinflammatorisk aktivitet ble
detektert i sluttpermeat P, fraksjonen fremstilt fra det
rekonstituerte melkepulver. Rekonstituert melkepulver-
retentat R, fraksjonen, etter dialyse, utviste antiinflamma-
torisk aktivitet i aktivitetsomradet til MAIF standarden.

Fig. 11 illustrerer resultatene av tvillingflokk-ultrafil-
treringsforsekene utformet for 4 teste biocaktiviteten av
forskjellige melkefraksjoner dannet fra vaksinerte og ikke-
vaksinerte tvillingkuer og fra rekonstituert melkepulver fra
immuniserte kuer. Fraksjonene som ble testet var som felger:
Topp I, G-10 kolonnepreparat, 4 ml (OHIO MAIF STD); dialysert
sluttretentat R, fra ikke-vaksinerte tvillinger (KON DIALY-
SERT R,); sluttretentat R, fra det rekcnstituerte melkepulver
(REKON S100 R,)}; sluttretentat R, fra vaksinerte tvillinger
(IMMUN TVILLING R,); ferste retentat R1 fra det rekonstitu-

erte melkepulver, fortynnet for: 1 (S100 FORTYNNET R1).
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Liten antiinflammatorisk aktivitet ble detektert i det dia-
lyserte retentat R, fra ikke-vaksinerte kontroll-tvillinger
eller i det ikke-dialyserte retentat R, fra de vaksinerte
tvillinger. Noe aktivitet er detekterbart ved hijelp av
punktdiagram. R, retentat fremstilt uten dialyse fra rekon-
stituert Stolle melkepulver fra immuniserte kuer var sterkt
antiinflammatorisk. Imidlertid var preparatet dannet ved
fortynning av den rekonstituerte melk fer ultrafiltrering
snarere enn fortynning av myse dannet fra melken kun margi-
nalt aktiv. Dette resultatet indikerer at antiinflammatorisk
aktivitet ekstraheres mer effektivt fra mysefraksjonen.

Fig. 12 illustrerer resultatene av tvillingflokk-ultrafil-
treringsforsek utformet for & teste biocaktiviteten av dia-
lysert retentat fra vaksinerte tvillingkuer. De testede
fraksjonene er som felger: Topp I, G-10 kolonnepreparat
(OHIO MAIF STD); dialysert sluttretentat R, fra vaksinerte
tvillinger (IMM DIALYSERT R,); dialysert sluttretentat fra
G-10 preparatet (DIALYSERT OHIO MAIF). Resultatene viser at
antiinflammatorisk aktivitet var til stede i R, fraksjonen
fra den immuniserte tvilling etter dialyse. Dialysert MAIF
var mer aktiv i analysen enn den ikke-dialyserte MAIF stan-
dard. Dette resultatet antyder at dialyse er et effektivt
middel for ytterligere konsentrering av melkefaktoren som er
ansvarlig for antiinflammatorisk aktivitet.

Resultatene presentert i figurer 10-12 i det foregiende
understetter de felgende konklusjoner: (1} antiinfiamma-
torisk aktivitet kan ekstraheres fra rekonstituert melk fra
immuniserte kuer ved ultrafiltrering av det fortynnede perme-
at. (2) antiinflammatorisk aktivitet ble ikke demonstrert i
de ovennevnte preparater som var dannet fra melken av ikke-
immuniserte kuer. (3) Antiinflammatorisk aktivitet ble
demonstrert i sluttretentatet R, etter ultrafiltrering av
fortynnet permeat fremstilt fra melken av immuniserte kuer,
men dialyse var nedvendig for & demonstrere aktiviteten.
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Eksempel 9

Stabilitet av MAIF, oppvarming og proteinasebehandling av
MATF

Det tidligere tegn pa at den melk-antiinflammatoriske faktor
kjemisk ikke var et protein eller et peptid var i stor grad
basert pd kjemiske analyser som gjennomgdende viste et nesten
fullstendig fraver av nitrogen. For ytterligere karakterise-
ring av den antiinflammatoriske faktor ble flere preparater
testet 1 rottepotesdem-analysen ved anvendelse av 4 mg av
topp I, G-10 kolonnepreparat, intravenest som standard. De
felgende behandlinger ble utfert: proteinase (pronase)
behandling i seks timer; seks timer uten proteinasebehandling
som kontroll; ubehandlet positiv kontroll; oppvarming ved
100°C i 30 minutter.

Resultatene av denne analysen er illustrert i fig. 13.
Konklusjonene utledet fra denne undersekelsen var at den
antiinflammatoriske aktivitet ikke skyldes et protein eller
peptid og at den antiinflammatoriske faktor ikke inaktiveres
ved koking. Effektiviteten av pronasebehandling ble bekreft-
et ved det funn at parallell pronasebehandling fullstendig
denaturerte melkeprotein.

Eksempel 10

Antiinflammatorisk aktivitet av ytterligere renset MAIF og
myseproteinkonsentrat fra immuniserte kuer

Retentat og permeat fra ultrafiltrering under anvendelse av
en Amicon YM5 membran ble testet for bioclogisk aktivitet ved
anvendelse av intravenes administrasjon i rottepoteesdem-ana-
lysen. I denne prosessen ble MAIF i topp I av G-10 kolonnen,
fremstilt i samsvar med patent nr. 4,956,349, ytterligere
renset ved ultrafiltrering pd en Amicon ¥YMS membran. Denne
membranen tilbakeholder molekyler med molekylvekt 5.000 eller
sterre. Myseproteinkonsentrater (MPK'er) ble ogsd fremstilt
fra melk fra immuniserte dyr og filtret gjennom ¥YMS5 membran-
en. De felgende prever ble testet i analysen ved anvendelse
av 4 mg topp I, G-10 kelonnepreparat, intravenest som stand-
ard: permeat fra Amicon YMS ultrafiltrering; retentat fra
Amicon YM5 ultrafiltrering; MPK fra immuniserte kuer, 30 mg
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pr. rotte; MPK fra kommersiell produksjon (ikke-immuniserte
kuer), 30 mg pr. rotte.

Resultatene av analysen er illustrert i fig. 14. Det er
klart fra disse resultatene at all aktiviteten er i reten-
tatet som omfattet omtrent 0,5% av den totale vekt av frak-
sjonen tilfert til YM5 filteret. Reduksjonen av edem som
sees 1 dette forseket ble oppnadd etter administrasijon av
20-25 ug material.

Hva angdr aktiviteten av MPK, viste MPK fremstilt fra hyper-
immuniserte dyr klart antiinflammatorisk aktivitet som for-
ventet. Som interessant er, viste ogsd MPK fremstilt fra
ikke-immuniserte dyr antiinflammatorisk aktivitet. Tilstede-
varelsen av antiinflammatorisk aktivitet i melken av ikke-
immuniserte kuer er ikke overraskende siden den md vare en
naturlig substans. Den deteksjon reflekterer sensitiviteten
av bicassayen.

Eksempel 11

Kontinuerlig overvaking av karrageenanindusert fotputegdem
Det ble etablert at 4 mg MAIF preparat gitt intravenest ved
tidspunktet for karrageenaninjeksjon reduserte akkumulasjonen
av edem i fotputen med mellom 40% og 50%. Selv om disse
resultatene viste at materialet inneholdt en antiinflamma-
torisk enhet, var der liten indikasjon pa virkningssetet
eller farmakologisk profil av MAIF. For A oppnd slike data
var det nedvendig & etablere en metode som tillot kontinuer-
lig overvaking av fotputeedem gjennom hele responsen pa
karrageenan. Dette ble oppnidd ved & holde rottefoten i en
demontert Gammastralingsdetektor. Prosedyren krevde at
dyrene var bedevet 1 opp til fire timer, og siden anestetika
er kjent & undertrykke den inflammatoriske respons, var det
ferst nedvendig a bestemme effekten av anestetika pa det
karrageenaninduserte eodem. Fem midler alminnelig anvendt for
4 indusere anestesi i rotter ble derfor evaluert. Disse var
eter, kloralhydrat, Innovar-vet, nembutal og uretan. Resul-
tatene er vist i fig. 15.
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Det var klart fra disse resultatene at eter var det valgte
anastetikum ndr den inflammatoriske respons skulle evalueres
ved denne teknikken. Formen av den oppniddde kurven nar eter
ble anvendt indikerte en tofaserespons. For i skissere res-
ponsen mer detaljert ble et ytterligere forsek utfert hvori
volumet av zdem ble midlt ved 12 tidspunkter over en 5 timers
periode. Resultatene bekreftet en tofaserespons. Den tid-
lige respons forekom mellom 0 og 1 time etter testing og
senfaserespons mellom 1,5 og 2 timer (fig. 16).

De to fasene, som ogsd har blitt observert av andre forskere,
har blitt betegnet henholdsvis den ikke-fagocyttiske inflam-

matoriske respons, (NPIR) og den fagocyttiske inflammatoriske
respons (PIR).

NPIR initieres, som respons pa skade, ved hjelp av opplese-
lige mediatorer slik som histamin og bradykinin mens PIR er
avhengig av at neytrofiler deltar. Protokollen var derfor &
administrere MAIF og overvake akkumuleringen av 2dem konti-
nuerlig i et forsek pd 4 bestemme om de antiinflammatoriske
egenskaper av middelet var et resultat av en effekt pd den
tidlige ikke-cellulazre (NPIR) eller den senere cellulare
(PIR) fase. 5 mg eller 40 mg MAIF preparat pr. rotte ble
administrert intravenest ved tidspunktet for karrageenan-
testing og akkumuleringen av edem ble overvidket ved regel-
messige intervaller over en fire timers periode. Hverken den
ene eller andre dosen pavirket akkumuleringen av sdem under

den ene eller andre fasen (fig. 17).

Dette resultatet var overraskende siden mange tidligere ana-
lyser, hvori effekten av rensede preparater av MAIF pi karra-
geenanindusert edem 4 timer etter testing ble bestemt, hadde
demonstrert betydelig antiinflammatorisk aktivitet i fraksjo-
nene. Det var derfor sannsynlig at den kontinuerlige ekspo-
nering for eter undertrykket eller inaktiverte den aktive
antiinflammatoriske komponent av MAIF in vivo.

Tidligere undersekelser indikerte at korttidseksponering for
eter ikke pavirket aktiviteten av den antiinflammatoriske
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faktor. Derfor ble det utfert et forsek hvori effekten av
MATF pa& progressiv edemakkumulering ble bestemt ved kun fire
tidspunkter, 0, 1, 3 og 4 timer, idet eksponeringen av dyrene
for eter saledes begrenses. Tidspunktet 1 time ble valgt for
& vurdere effekten pd den tidlige ikke-fagocyttiske inflamma-
toriske respons mens milingene ved 3 og 4 timer ble wvalgt for
4 kvantifisere effekten pd den senere fagocyttiske inflamma-
toriske respons. I dette forseket resulterte MAIF preparatet
administrert ved 40 mg i en reduksjon i akkumuleringen av
edem under den sekundzre, fagocyttcelle-medierte fase, men
hadde ingen signifikant effekt pa den prim=re, oppleselige
mediator-drevede fase (fig. 18).

De folgende konklusjoner kan trekkes fra denne serien med
forsek.

1. Eter er det foretrukne anastetikum for anvendelse i forsek
hvor den inflammatoriske respons pd karrageenan skal over-
vikes kontinuerlig.

2. FKontinuerlig eteranestesi inhiberer den in wvivo anti-
inflammatoriske aktivitet av antiinflammatorisk faktor i
fotpute-karrageenananalysen.

3. MAIF bedrer inflammasjon ved inhibering av den sene, fago-
cyttcelle-medierte fase av den inflammatoriske respons pa
karrageenan.

Eksempel 12

Tidsforlep av effekten av MAIF pa karrageeananindusert fot-
putegdem

En ytterligere serie forsek ble utfeort hvori middelet ble
administrert ved valgte tidspunkter fer eller etter injeksjon
av karrageenan snarere enn ved tidspunktet for testing. For-
milet ved undersekelsen var a tilveiebringe informasjon om

a) det mest effektive tidspunkt for administrasjon av MAIF i
forhold til den inflammatoriske stimulus.

b) den biologiske halveringstid av den antiinflammatoriske

enhet .
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¢} punktene i utviklingen av inflammatorisk respons pavirket
av MAIF.

Undersekelsen ble utfert i tre deler. Et preparat av MAIF
ble administrert intravenest ved en dose pid 4 mg/rotte ved
ett av 11 tidspunkter, som varierer fra 150 minutter fer til
150 minutter etter injeksjon av karrageenan. Resultater av
dette forsgket er vist i fig. 19 og tabell 5.

Taball 5
Tidspunkt Midlere fot- Midlere fot- Inhibering av
Forsgk | for A i volum av volum av MAIF zdem ved MAIF
forhold til | kontrollgrupper grupper {% av kontroll-
testing (gl £t sA) (nl £ SA) volum t SA)
(min)
3 -150 311+65 246452 79+17
2 -850 304+71 211+33 73+11
2 -60 304171 186434 61+11
1 -30 391463 261+49 67+13
3 -15 311+65 152+41 49+13
1,2,3 0 336+78 184+42 55%13
3 15 311+65 218430 70410
1 30 391163 218+30 5618
2 60 304471 212+40 69+13
2 90 304+71 216437 70112
3 150 311465 261+42 84+14

En signifikant inhibering av @dem ble observert ved alle
undersekte tidspunkter. Inhiberingsniviet var imidlertid
mindre ved ytterpunktene (+150 min). En interessant cyklisk
respons pa MAIF administrasjon ble sett i gruppene behandlet
nermere punktet for testing. Det faktum at MAIF var mer
effektiv nar gitt 30 minutter etter testing enn ndr gitt 15
minutter etter testing understetter det konsept at den sekun-
dere, fagocyttcelle-medierte fase av responsen inhiberes av
middelet. Preparatet av MAIF inhiberte sterkt responsen pa
karrageenan nadr administrert 15 minutter fer eller ved tids-
punktet for testing. Det er dessuten &penbart at middelet
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har en relativt lang halveringstid i serumet (1-2 timer) og
dets effektivitet er relatert til tidspunktet for testen og
den dynamiske natur av den inflammatoriske respons.

Det er saledes antatt at den antiinflammatoriske effekt
skyldes en effekt pd inflammatoriske celler, sannsynligvis
neytrofilene.

Eksempel 13

Effekt av MAIF pa den reverse passive Arthus-reaksjon

Den mulighet at den antiinflammatoriske faktor kan pavirke
neytrofil-engasjement ble undersekt ved evaluering av materi-
alets evne til & modulere den reverse passive Arthus-reaksjon
(RPA) . Denne immunkompleks-induserte respons er primart ney-
trofilmediert og midler som pavirker utviklingen av reaksjon-
en gjer dette via en effekt pa disse cellene. For & indusere
RPA ble rotter injisert intradermalt med kanin-antistoff til
ovalbumin og intravenest med nativt ovalbumin. Ovalbumin/-
valbumin-antistoff immunkomplekser dannes i og rundt de der-
male blodkarvegger, verts-neytrofiler binder til Fc-delen av
antistoffet og en intens inflammatorisk reaksjon initieres.
Det skal bemerkes at selv om responsen initieres ved immun-
komplekser, foregdr den uavhengig av vertens immunsystem.

Tre parametre anvendes for a kvantifisere RPA. Disse er

(1) edem - malt ved anvendelse av akkumulering av 1257_Hsa,
{2) bledning - vurdert ved in vivo pre-merking av RBC'er med
5%re og (3) neytrofilakkumulering - mialt ved bestemmelse av
vevsnivaer av det neytrofil-spesifikke enzym myeloperoksidase
(MPO). Disse analysene er kjent for de alminnelig fagkyndige
pa omradet.

18 rotter ble fordelt i tre grupper pd 6. Kanin-antioval-
bumin (40 ul) ble injisert intradermalt ved fire seter pa
ryggen til hvert dyr og 2 mg ovalbumin injisert intravenest
umiddelbart etterpa. En gruppe dyr mottok ingen annen
behandling og tjente som kontroller. Den andre gruppen ble
injisert intravenest med 20 mg av et laktosepreparat, mens
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den siste gruppen ble injisert intravensst med 20 mg av et
renset preparat av MAIF. Bade laktose og MAIF preparat ble
administrert med ovalbuminet. Alvorligheten av reaksjonen
ble vurdert 3,5 timer etter testing. NA&r MAIF preparatet ble
administrert ved en dose pa 20 mg/rotte forut for initier-
ingen av RPA responsen, var der en svart signifikant inhiber-
ing av de tre parametre anvendt for & mdle responsen (tabell
6, fig. 20). Laktosekontrollmaterialet forarsaket ogsi en
beskjeden og marginalt signifikant undertrykkelse av neytro-
filakkumulering og bledning. Dette indikerer at det er en

liten mengde antiinflammatorisk aktivitet i normal melk.

Tabell 6
Neoytrofil-akkumulering: Bledning:
Gruppe Enheter av MPO 41 av edem il av RBC
Kontroll 0,30 £ ,157 107 + 29 4,8 + 3,1
Laktose 0,214 + ,176*%* 104 + 23 3,0 £ 1,5%*~*
MAIF 0,056 + ,013 60 + 27* 1,5 + 1,7*
* =p < 0,01
** = p < 0,05

Nar neytrofilen er den primzre mediator av RPA, viser disse
resultatene ytterligere at MAIF var i stand til & inhibere
den inflammatoriske respons via en effekt pd neytrofilfunk-
sjon.

Eksempel 14

Effekt av MAIF pa ngytrofilmigrasjon

For & delta effektivt i en inflammatorisk respons ma neytro-
filer ferst migrere fra vaskulaturen til setet for inflamma-
sjon. For a bestemme hvorvidt antiinflammatorisk faktor for-
styrrer neytrofilmigrasjon, ble det anvendt en modell av in-
flammasjon som anvender den subkutane implantering av sterile
polyuretansvamper. Svampene fjernes ved intervaller etter
implantasjon og ved veiing av svampene og deretter ekstraher-
ing og telling av cellene i infiltratet kan bade den fluide
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og cellulzre fase av responsen kvantifiseres. 24 timer etter

implantasjon er >95% av cellen funnet i svampen neytrofiler.

To forsek har blitt utfert. I det forste ble dyr behandlet
med enten 5, 10, 20 ellexr 40 mg av et renset MAIF preparat
ved tidspunktet for svampimplantasjon. Svampene ble fjernet
24 timer etter implantasjon. Hver gruppe besto av mellom 5
og 8 rotter og to svamper ble implantert i hvert dyr. Resul-
tatene er vist i fig. 21.

20 eller 40 wmg MAIF preparat, administrert intravenest ved
tidspunktet for svampimplantasjon, hadde en markert effekt pa
evnen av inflammatoriske celler til 4 migrere. En mindre
markert, men like betydelig, inhibering av fluidakkumulering
ble ogsa sett. De to lavere doser av MAIF hadde ingen pai-
viselig effekt i denne inflammasjonsmodellen.

Et andre forsek, utformet for & skissere det tidsmessige for-
hold mellom den inflammatoriske testing (svampimplantasjon)
og MAIF administrasjon ble utfert. I denne undersekelsen ble
20 mg MAIF preparat administrert intravenest 30, 60 eller 120
minutter etter svampimplantasjon. En fjerde, kontroll,
gruppe forble ubehandlet. Det var fem dyr i hver gruppe. To
svamper ble implantert i hvert dyr og disse ble fjernet etter
24 timer. Resultatene er illustrert i fig. 22. Inkludert i
dette diagrammet er resultater oppnaddd fra en prevegruppe av
rotter som mottok 20 mg av MAIF preparatet ved tidspunktet
for implantasjon (se fig. 21).

Resultater fra tidsforlepet av effekten av MAIF pd karrageen-
anindusert fotputesdem viser at MAIF er forholdsvis ineffek-
tiv nar administrert 60 minutter eller senere etter testing.
Det er verdt a legge merke til at mens 20 mg av MAIF prepa-
ratet var pakrevet for A undertrykke inflammasjonen assosiert
med svampimplantasjonen, var 4 mg tilstrekkelig til & inhibe-
re det karrageenanindusert edem. Uten at det er tilsiktet &
bli bundet av denne fortolkningen, kan denne vesensforskjell-
en relateres til det forskjellige provokasjonsniviet fremvist
overfor verten av de to stimuli. Svampimplantatet er et rela-
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tivt benignt stimulus som induserer en sakte inflammatorisk
respons og hovedmassen av cellene akkumulerer mellom 8 og 16
timer etter implantasjon (fig. 23). PA den annen side er den
subkutane injeksjon av karrageenan et svart sterkt stimu-
lerende middel som induserer en tilsvarende sterk respons
over en relativt kort periode (fig. 16).

Eksempel 15

Alternativ metode for rensing av den antiinflammatoriske
faktor fra melk (Preparat "AIF")}

Det felgende eksempel beskriver en metode for rensing av den
antiinflammatoriske faktor fra melk i sin uaggregerte form
med laveste molekylvekt. Preparatet som resulterer fra rense-
trinnene beskrevet heri er blitt gitt betegnelsen "AIF" for &
skille den fra preparatet oppnadd ved anvendelse av prose-
dyren beskrevet i eksempel 2. I det foreliggende eksempel og
i eksempelet som felger (dvs. eksempel 16) refereres den
aktive faktor i preparatene ganske enkelt til som den "anti-
inflammatoriske faktor". Alle rensetrinnene ble utfert for &
minimalisere mulig forurensning med bakterier eller pyro-

gener. Sterilt vann ble anvendt til & fremstille opples-
ninger og alt glassutstyr ble depyrogenert.

Trinn 1: <I10.000 molekylvekt ("MV") ultrafiltrering

Frisk 5100 immun skummet melk (se eksempel 1 for en beskriv-
else av prosedyrer anvendt ved oppnaelse av den immune melk)
ble pumpet gjennom en 10.000 MV terskel ultrafiltreringsmem-
bran (Filtron) ved et trykk pad 0,21 MPa. Permeatet ble sam-
let i depyrogenerte flasker holdt pad is. Permeatet ble
sterilfiltrert og nedkjelt inntil bruk. <10.000 MV permeatet
inneholder den melk-antiinflammatoriske faktor som peptider
med lav molekylvekt, oligosakkarider og en stor mengde lak-
tose. Antiinflammatorisk aktivitet i permeatet forekommer i
uaggregert form med en lavmolekylvekt.

Trinn 2: DEAE-Sepharose-kromatografi

Initial fraksjonering av antiinflammatorisk aktivitet ble ut-
fert pa DEAE-Sepharose. En 5x50 cm kolonne inneholdende

1 liter DERE-Sepharose ble ekvilibrert med permeatbuffer.
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Permeatbuffer er en steril, endotoksinfri opplesning inne-
holdende de diffuserbare ioner fumnet i bulk-melk i de pas-
sende konsentrasjoner. Permeatbuffer inneholder CaCl,, MgcCl,,
NaCl, NaCitrat og NaH,PO,. Typisk ble omtrent 8 liter av
<10.000 MV permeat pumpet opp 1 DEAE-Sepharose-kolonnen ved
en stremningshastighet pd omtrent 500 ml pr. time. Rolonne-
eluat ble overviket ved 280 nm. Kolonnen ble vasket med
destillert vann inntil absorbansen ved 280 returnerte til
basislinjen (omtrent 6 til 8 liter destillert vann var typisk
nedvendig). Antiinflammatorisk aktivitet ble bundet til
kolonnen og ble eluert med omtrent 4 liter 0,5 M ammonium-
acetat 1 vann, pH 7,4. Eluatet ble fryseterket til terrhet
og veiet. Vekten av utvunnet material oppnadd fra 8 liter
permeat var typisk mellom 15 og 20 gram. Siden ammoniumace-
tat fullstendig flyktiggjeres under fryseterking, represen-
terer restvekten vekten av bundet material. Antiinflamma-
torisk aktivitet ble analysert i muse-neytrofilmigrasjon-
inhiberingsanalysen.

Trinn 3: H-40 kromatografi

Materialet eluert fra DEAE-Sepharose-kolonnen ble ytterligere
fraksjonert pd en sorteringskolonne for a separere faktoren
ansvarlig for den antiinflammatoriske aktivitet fra andre kom-
ponenter med lav molekylvekt. 8 gram av DEAE-preven ble
opplest i 50 ml destillert vann og tilfert til en 2,5xX150 cm
kolonne inneholdende 736 ml Toyopearl HW-40 (Rohm og Haas)
ekvilibrert i1 vann. Kolonnen ble utviklet i destillert vann
ved en stremningshastighet pa 40 ml pr. time og eluat ble
overvaket ved 280 nm. Fraksjoner ble samlet og analysert for
antiinflammatorisk aktivitet i muse-neytrofilmigrasjon-inhi-
beringsanalysen. Fraksjoner som viser aktivitet og minimal
absorbans ved 280 nm ble samlet og fryseterket. Omtrent 80
mg material inneholdende antiinflammatorisk aktivitet ble ut-
vunnet fra 8 liter permeat.

Trinn 4: AffiGel 601 kromatografi

Sluttrensetrinnet involverte affinitetskromatografi av den
aktive faktor i en kolonne fylt med et boratderivatisert
polyakrylamidbasert medium (AffiGel 601, Bio-Rad) som har en
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affinitet for narliggende cis-hydroksylgrupper i samme plan.
40 mg HW-40-avledet material med lav molekylvekt ble ekvili-
brert i 10 ml 0,25 M ammoniumacetat, pH 7,0, og tilfert til
AffiGel-kolonnen som ogsd hadde blitt ekvilibrert i 0,25 M
ammoniumacetat. Eluat ble overviaket ved 280 nm. Xolonnen
ble vasket med 400 ml 0,25 M ammoniumacetat ved en strem-
ningshastighet pa 50 ml pr. time inntil absorbansen ved 280
nm avtok til bakgrunnsverdien. AffiGel-kolonnen ble deretter
eluert med 1.600 ml 0,1 M maursyre, pH 2,8. Eluatet ble tes-
tet for aktivitet i muse-neytrofilmigrasjon-inhiberingsana-
lysen og fryseterket til terrhet. Omtrent 8 til 10 mg bundet
material inneholdende antiinflammatorisk faktor ble utvunnet
fra 8 liter permeat.

Preparatet oppnadd ved denne metoden gis betegnelsen "AIF".
Preparatet var i alt vesentlig renset med hensyn til den
antiinflammatoriske faktor men er ikke homogent. Preparatet
utviser antiinflammatorisk aktivitet i muse-neytrofilmigra-
sjon-inhiberingsanalysen, i rottepotesdem-analysen, 1 rotte-
erecopphovnings-analysen og blokkerer neytrofilbinding til
mesenteriumvenyle-endotel (visualisert ved intravital mikro-
skopi). Basert pa sammenligningsanalyser i muse-neytrofil-
migrasjon-inhiberingsanalysen, er AIF omtrent 55.000 ganger
mer renset enn det opprinnelige skummet melk <10.000 permeat.

Eksempel 16

Effekt av preparater av antiinflammatorisk faktor pa adhesjon
av negytrofiler til endotelceller og pa utvandring av ngytro-
filer fra vaskulaturen

Effekten av den antiinflammatoriske faktor pa adhesjonen av
neytrofiler til endotelceller og pa utvandringen av neytro-
filer fra vaskulaturen ble testet. To forskjellige prepa-
rater av antiinflammatorisk faktor ble anvendt. Ett preparat
ble fremstilt ved anvendelse av renseprosedyren beskrevet i
eksempel 2. For det foreliggende eksempels formdl refereres
dette preparatet ganske enkelt til som "MAIF". Det andre
preparatet av antiinflammatorigk faktor ble fremstilt ved an-
vendelse av renseprosedyren beskrevet i1 eksempel 15 og refe-

reres til bade i det eksempelet og i det foreliggende eksem-
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pel som "RIF". Det skal forstds at bade MAIF og AIF inne-
holder i seg den antiinflammatoriske faktor ved forskjellige
renhetstilstander.

Kjemikalier:

Humant serumalbumin, trypsin, blodplateaktiverende faktor
(PAF), forbolmyristatacetat (PMA), propidiumjodid og Histo-
paque ble anskaffet fra Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.
Human Neutrophil elastase ble innkjept fra Calbiochem. Et
murint anti-humant CD18 monoklonalt antistoff (IgG,-under-
klasse; FITC konjugat), og et murint anti-nekkelhull-albue-
skjell-hemocyanin (keyhole limpet hemocyanin) (IgG,-under-
klasse; FITC konjugat), anvendt som et negativt kontroll-
antistoff, ble innkjept fra Becton Dickinson Systems Inc.,
Mountain View, CA. Simply Cellular Microbeads ble innkjept
fra Flow Cytometry Standards Corp., Research Triangle Park,
NC. Andre reagenser var av den beste kvalitet som er kommer-
gielt tilgjengelig & bli anvendt uten ytterligere rensing.

In vivo metoder:

Intravitalt mikroskopiforsgk. 24 Wistar hannrotter (180-

250 g) ble holdt pa en renset laboratoriediett og fastet i 24
timer forut for kirurgi. Dyrene ble initialt bedevet med
pentobarbital (12 mg/100 g kroppsvekt). En heyre halsarterie
og jugular vene ble kannulert for 4 male henholdsvis syste-
misk arterietrykk (Statham P23A trykktransduktor og et Grass
fysiologisk registreringsapparat) og medikamentadministra-
gjon. Et midtlinje-abdominalsnitt ble utfert og dyrene ble
lagt pa ryggen. Et segment av midt-jejunum ble lagt ut
igjennom abdominalsnittet og alt eksponert vev ble dekket med
gas bletet med saltopplesning for 4 minimalisere dehydrering
av vev. Mesenterium ble forsiktig anbragt over en optisk
klar sokkel for iakttagelse som tillot gjennomlysning av et

2 cm?

vevssegment. Temperaturen til sokkelen ble holdt ved
37°C med en konstant temperatur-sirkulasjonsinnretning
(Fisher Scientific, modell 80). Rektal og mesenterial temp-
eratur ble kontrollert ved anvendelse av et elktrotermometer.
Mesenterium ble badet med varmet bikarbonat-bufret saltopp-

lesning (pH 7,4). Et intravitalt mikroskop {(Nikon Optiphot-
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2, Japan) med en X25 objektivlinse (Leitz Wetzlar L25/0,35,
Tyskland) og X10 ckular ble anvendt for & observere den
mesenteriale mikrosirkulasjon. Et videokamera montert pa
mikroskopet prosjekterte bildet pd en fargemonitor og bildene
ble bevart for avspillingsanalyse ved anvendelse av en videoc-
kasettopptager. Enkle uforgrenede venyler med diametere som
varierer mellom 25 og 40 um ble valgt for underseskelse.
Venylediameter ble malt "on line" ved anvendelse av en video-
tykkelsesmaler. Antallet adherente og utvandrede neytrofiler
ble bestemt "off-line" under avspilling av videobandopptatte
bilder. En neytrofil ble vurdert som adherent til venyle-
endotel hvis den forble stasjonzr i 30 sekunder eller mer.
Rullende neytrofiler ble definert som de hvite blodceller som
beveget seg ved en hastighet mindre enn hastigheten for ery-
trocytter i det samme karet. Leukocytt-rullehastighet ble
bestemt ved den tid som var pakrevet for en leukacytt for &
tilbakelegge en gitt avstand langs lengden av venylen.

Forspksprotokoll

Etter at alle hemodynamiske parametre var i stabil tilstand
ble bilder fra mesenterium registrert i 5 minutter. Mesen-
terium ble deretter underkjelt i 60 minutter med 100 nM PAF i
nerver av enten 40 eller 5 mg/rotte av MAIF preparatet
(i.v.). Malinger av tidligere nevnte parametre ble igjen
utfert ved 30 og 60 minutter av PAF underkjeling. I to for-
seksgrupper ble mesenterialpreparatene igjen eksponert for
PAF som beskrevet ovenfor, men ved 30 minutter mottok de
enten 40 eller 5 mg/rotte av MAIF preparatet. I tre ytter-
ligere forsek ble AIF preparatet gitt enten som en forbehand-
ling eller som en etterbehandling.

In vitro metoder

Isolering av negytrofiler. Nevtrofiler fra friske donorer ble
renset ved hjelp av dekstransedimentering etterfulgt av hypo-
tonisk lyse og Histopaque-sentrifugering. Med unntak av dek-
stransedimenteringstrinnet, som ble utfert ved romtemperatur,
ble cellene holdt ved 4°C gjennom hele isoleringsprosedyren.
Cellepreparater inneholdt 95% neytrofiler og mer enn 99% av
disse var levedyktige som bestemt ved anvendelse av Trypan
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Blue. Etter isolering ble neytrofilene resuspendert ved en
sluttkonsentrasjon pa 2x10% celler/ml i fosfatbufret saltopp-
lesning (PBS). Prevemengder av celler ble deretter inkubert
ved 37°C i 20 minutter med varierende konsentrasjoner av
enten MAIF preparatet eller AIF preparatet. Etter vasking
ble neytrofilene inkubert i mgrket ved 4°C i 30 minutter med
mettende konsentrasjoner av fluorescein-konjugerte murine
anti-humane CD18, humane CD1llb, IGG belagte mikrokuler
(Simply Cellular mikrokuler) eller det murine negative

kontroll-antistoff.

Immunfluorescensfarging og FACS analyse. Direkte immun-
fluorescens som et mdl pa CD1l8 overflateekspresjon ble
bestemt ved analyse pa en FACScan (Becton Dickinson Systems,
Inc., Mountain View, CA) ved anvendelse av det kanaltall
(log-skala) som representerer den midlere fluorescensinten-
sitet av 10.000 celler. De logaritmiske kanaltall ble om-
dannet til lineare verdier ved anvendelse av metoder som er
velkjent innen fagomradet. Den spesifikke midlere fluore-
scensgintensitet for celler farget ved hjelp av CD18 anti-
stoffer ble beregnet etter subtrahering av den midlere
fluorescensintensitet av cellene eksponert for det negative
kontroll-antistoff. Ikke-levedyktige celler ble screenet ut

ved anvendelse av propidiumjodid.

Peroksydanalyse. Peroksydproduksjon fra isolerte neytrofiler
ble milte etter PMA og N-formyl-Met-Leu-Phe ("fMLP") stimu-
lering i naxrver av forskjellige konsentrasjoner av MAIF.
Reduksjonen av cytokrom C ved hjelp av aktiverte neytrofiler
ble mdlt ved anvendelse av et spektrofotometer (Hitachi
U2000) ved 550 nm. I korte trekk, ble preve tilsatt til to
kyvetter og en kyvette ble anvendt som en referanse. Sist-
nevnte inneholdt supercksyddismutase (peroksydfjerner). Ney-
trofiler fikk ekvilibrere ved 37°C i 5 minutter i narvaer av
forskjellige konsentrasjoner av MAIF og cellene ble deretter
stimulert med enten PMA eller fMLP. Peroksydproduksjon ble

malt i 3 minutter.
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Proteasefrigivelse. 22°I-merket albumin ble belagt p& brenner
og fikk terke over natten. Ubundet albumin ble vasket og
deretter ble PMA-stimulerte neytrofiler inkubert i brennene i
en time i narver eller fraver av forskjellige konsentrasjoner
av MAIF. Fri radioaktivitet i supernatanten av brennene ble
dividert med total radioaktivitet i hver brenn for & vurdere
graden av proteclyse.

Resultater:

Resultatene er oppsummert i figurer 24-20 og tabeller 7-9.
Fig. 24 demonstrerer at PAF underkjeling ekte neytrofiladhe-
sjon til postkapillare venyler omtrent 6 ganger over en 60
minutters periode. 40 mg/rotte av MAIF preparatet reduserte
den PAF-induserte neytrofiladhesjon med mer enn 90% ved 30
minutter og mer enn 80% ved 60 minutter. Som interessant er,
syntes MAIF forbehandling & ogsid redusere antallet adherente
neytrofiler forut for eksponering for PAF. Den lavere kon-
sentrasjon av MAIF (5 mg pr. rotte) var mindre effektiv, idet
leukocyttadhesjon reduseres med 50% ved 60 minutter. AIF pre-
paratet ved en konsentrasjon pa 0,01 mg pr. rotte ble funnet
4 redusere leukocyttadhesjon med omtrent 50% ved 60 minutter.
Ved en 10 ganger heyere konsentrasjon av AIF ble en svart
stor ekning i leukocyttadhesjon observert (data ikke vist).
Adhesjonen var sa dramatisk at videobandet ikke kunne
analyseres. Fig. 25 viser effekten av MAIF og AIF pd neytro-
filutvandring. MAIF ved en konsentrasjon pd 40 mg pr. rotte
og S mg pr. rotte og AIF ved en konsentrasjon pd 0,01 mg pr.
rotte ble funnet a fullstendig hindre ekningen i neytrofil-
utvandring over tid ved PAF eksponering. Neytrofilfluks
syntes ikke & endres signifikant i den MAIF behandlede gruppe
sammenlignet med den ubehandlede gruppe {(fig. 26). NAr AIF
ble gitt ble det initialt observert flere neytrofiler som

ruller enn vanlig, idet antallet imidlertid avtok over tid.

I en andre serie forsek ble de forskjellige antiinflammator-
iske midler administrert etter at neytrofiler allerede var
adherente (fig. 27). I denne serien forsek ble leukocytt-
adhesjon reversert ved en MAIF dose pad 40 mg/rotte men ikke

ved en dose pad 5 mg/rotte. AIF ved en dose pia 0,01 mg pr.
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rotte reverserte neytrofiladhesjon med omtrent 25%. For
ytterligere & vurdere effekten av den heyere konsentrasjon av
MAIF (40 mg/rotte) ble antallet adherente neytrofiler ved
begynnelsen av registreringsprosedyren og antallet nye ney-
trofiler som adherte i lepet av 5 minutter ved hver periode
undersekt. Fig. 27a demonstrerer at det var fzrre neytro-
filer adherente etter 10 minutters MAIF administrasjon hvil-
ket indikerer at den antiinflammatoriske faktor faktisk hadde
"skrellet bort" adherente neytrofiler. Dessuten viser fig.
27b klart at MAIF blokkerte nye neytrofil-endotelcelle-adhe-
sjoner. Hastigheter som neytrofiler rullet langs lengden av
venyler med forandret seg ikke mellom grupper eller over tid
med det unntak at AIF kan ha ekt neytrofil-rullehastighet
(fig. 28). Denne effekten var ganske interessant i lys av
det faktum at hastighet av redt blodcelle forble uendret
(fig. 29). Resultatene antyder at en enkel ekning i hydro-
dynamiske krefter ikke forklare egkningen i neytrofil-rulle-
hastighet. Neytrofilfluks var ogsia upavirket av MAIF men ble
igjen redusert av AIF (fig. 30).

In vitro data indikerer at den antiinflammatoriske faktor
ikke forstyrrer aktiveringen av neytrofiler per se. Perok-
sydradikal-fjerneren, peroksyddismutase blokkerte fullstendig
cytokrom C reduksjon ved PMA og fMLP-stimulerte neytrofiler,
hvilket antyder at dette er en peroksydmediert prosess. MAIF
ved ekstremt heye konsentrasjoner pavirket kun minimalt cyto-
krom C reduksjon, hvilket antyder at MAIF ikke direkte fjer-
ner peroksyd {(tabell 7). Proteasefrigivelse ble ikke pa-
virket av MAIF (data ikke vist).

Det ble funnet at binding av anti-CD18 moncklconalt antistoff
kunne reduseres med MAIF eller AIF (tabell 8). Dette forekom
ikke med CD1l1lb antistoffet. Binding av CD18 antistoff til
IgG-belagte mikrokuler ble heller ikke pavirket av MAIF-
eller AIF-preparatene hvilket antyder at den antiinflamma-
toriske faktor ikke pavirket evnen av anti-CD18 monoklonale
antistoff til &4 binde til substrat, men virket mere sann-
synlig pd liganden, CD18. Det samme menster ble observert
med stimulerte neytrofiler (tabell 9). Det skal bemerkes at
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bindingen til CD18 varierte fra dag til dag fordi forskjel-

lige celler ble anvendt hver dag.

fores en direkte sammenligning av resultatene i

resultatene i tabell 9.

Derfor kan det ikke ut-

tabell 8 med

Tabell 7
Effekt av MAIF pa peroksydsekresjon ved celler
PMA-stimulert fMLP-stimulert
percksydproduksjon peroksydproduksjon
MAIF (nmol/min/107 celler) (nmol/min/107 celler)
0,0 mg/ml 153 55
0,1 mg/ml 145 50
1,0 mg/ml 143 40
5,0 mg/ml 140 32
10,0 mg/ml 127 -
Tabell 8

Effekt av antiinflammatorisk faktor pa tilgjengeligheten
av CD18 og CDll celleoverflate-antigenar

Ustimulerte
neytrofiler

Midlere

kanal-fluorescens

Midlere
kanal-

fluorescens

Anti-CcD18 Antistoff

Anti-Cbll Antistoff

Neytrofiler alene 314,24 1594,57
+0,1 mg/ml MAIF 234,26 1553, 74
+1,0 mg/ml MAIF 262,78 1796, 00
+0,1 pg/ml AIF 248,28 1577, 04
+1,0 pg/ml AIF 188,93 1554, 61
Kuler + Anti-CD18 Antistoff 60,03

+1 mg/ml MAIF 88,61

+1 pg/ml AIF 84,99
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Tabell 9
Effekt av MAIF pa tilgjengeligheten av CD18
cellaoverflate-antigener pa stimulerte og
ustimulerte ngytrofiler

Midlere kanal-fluorescens

Ustimulerte neytrofiler 236,95

+ MAIF 1 mg/ml 216,08

+ MAIF 5 mg/ml 251,51

Stimulerte neytrofiler 266,69

+ MAIF 1 mg/ml 158,68

+ MAIF 5 mg/ml 171,96
Diskusjon:

Dataene i det ovennevnte eksempel antyder at den antiinflam-
matoriske faktor hindrer neytrofiladhesjon og utvandring i
venyler pd en doseavhengig mate. Mere viktig er det imidler-
tid at den antiinflammatoriske faktor kunne, innen en kort
periode (10 minutter), reversere neytrofiladhesjon til disse
kar. De eneste andre midler som bevirker adherente nsytro-
filer til & frigjere sin fastholding pa endotelet med slik
effektivitet er monoklonale antistoffer rettet mot CD11/CD18
glykoproteinkomplekset pa neytrofilen. MAIF syntes ikke & ha
ncen effekt pd blodflyt gjennom de individuelle kar eller pa
systemisk blodtrykk, hvilket antyder at hemodynamiske faktor-
er slik som skjzrspenning ikke kunne forklare reverseringen
av leukocyttadhesjon. Selv om leukocyttrulling synes & vare
en forutsetning for leukocyttadhesjon, pavirket MAIF ikke
leukocytt-rullehastighet eller leukocyttfluks. Det sist-
nevnte resultat antyder at den antiinflammatoriske faktor
ikke pavirker antallet neytrofiler som rullet gjennom karet,
og derfor at reduksjonen i adherente leukocytter ikke var et
resultat av farre leukocytter som interagerer med endotelet.
Det faktum at leukocytt-rullehastighet sa vel som leukocytt-
fluks ble uendret antyder at adhesjonsmolekyler pd neytro-
filer og endotel som er ansvarlig for leukocyttrulling,
(1L-selektin, P-selektin) ikke ble pavirket av den anti-
inflammatoriske faktor i MAIF preparatet.
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Det er blitt rapportert at leukocytten kan regulere sin egen
adhesjon ved frigjering av peroksyd si& vel som protease. Det
var derfor tenkelig at mangelen pa leukocyttadhesjon i narvar
av MAIF og AIF skyldtes evnen til disse preparatene til a
blokkere frigivelsen av peroksyd eller proteaser. Denne
muligheten exr uholdbar i lys av det faktum at MAIF hadde
liten effekt pad percksyd- eller proteasefrigivelse og inter-
agerte ikke med frigjorte proteaser eller fjerner frigjort
percksyd. Dessuten syntes ikke MAIF & pavirke neytrofil-
levedyktighet som vurdert med propidiumjodid hvilket gjer en
direkte cytotoksisk effekt av den antiinflammatoriske faktor
pa neytrofiler usannsynlig.

For at en neytrofil skal adhere og utvandre m& den ha et
intakt CD11/€D18 glykoproteinkompleks. Immunoneytralisering
av adhesjonskomplekset svekker fullstendig neytrofilens evne
til permanent a addere til endotelet og utvandre til det om-
liggende vev. Siden neytrofiladhesjon og -utvandring er et
hastighetsbegrensende trinn i vevsskaden assosiert med et an- _
tall inflammatoriske tilstander, ville et middel som forstyr-
rer disse prosessser ogsa sannsynligvis blokkere den inflam-
matoriske respons. I den foreliggende undersekelse rever-
serte bade MAIF og AIF dramatisk neytrolfiladhesjon og blok-
kerte neytrofilutvandring indusert av PAF. P& grunn av lik-
heten mellom AIF-, MAIF- og anti-CD18 monoklonalt antistoff-
indusert reversering av neytrofiladhesjon syntes det mulig at
den antiinflammatoriske faktor i AIF og MAIF utevde sin
effekt ved direkte interagering med CD18 glykoproteinkom-
plekset. 1In vitro dataene presentert ovenfor understetter
denne betraktning, idet at bade MAIF og AIF blokkerte evnen
av et anti-CD18 antistoff til & binde til CD18 glykoprotein-
komplekset. I motsetning pavirket hverken AIF eller MAIF
bindingen av CD11lb til sitt respektive monoklonale antistoff.
Til slutt, AIF og MAIF preparatene forstyrret ikke evnen til
det anti-CD18 monocklonale antistoff til é‘binde til IgG-
belagte mikrokuler. Det kan derfor konkluderes at den anti-
inflammatoriske faktor interagerer med CD1l8-komplekset direk-
te og hindrer CD1B i & binde til forskjellige ligander,
inkluderende endotelcelleadhesjonsmolekyler.
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Eksempel 17

Effekt av MAIF pa sirkulerende leukocytter

Flere farmakologiske midler kan inhibere neytrofilmigrasjon.
Mens noen, slik som cyklofosfamid, er cytoreduktive og virker
ved inhibering av hemopoiese i benmargen, har andre midler,
slik som steroider og de ikke-steroide antiinflammatoriske
medikamenter, spesifikke virkningsseter og resulterer ikke i
leukocytose. Det var derfor viktig & bestemme effekten av
den antiinflammatoriske faktor pd sirkulerende hvit blod-
celle-tall og forhold.

To forswk ble utfert. I det ferste ble MAIF preparatet admi-
nistrert intravenest i en dose pad 40 mg/rotte til en gruppe
av seks dyr og en kontrollgruppe ble injisert med saltopp-
lesning. Blodprever ble tatt ved basislinjen og en, fire og

24 timer ettexr behandling. Resultatene er oppsummert i fig.
31.

MAIF administrasjon resulterte i en ekning i sirkulerende
neytrofiltall, maksimalt ved fire timer, og en tilsvarende
reduksjon i antallet perifere blodlymfocytter. En ytter-
ligere dose-respons-undersekelse ble utfert hvori en gruppe
rotter ble injisert intravenest med saltopplesning, 5, 10
eller 20 mg av MATIF-preparatet. Blod fra hver rotte var
blitt tatt syv dager tidligere for &4 tilveiebringe basis-
linjeverdier og ble tatt igjen fire timer etter injeksjonen
av MAIF. Resultatene er vist i fig. 32. Inkludert i dia-
grammet er resultatene oppnadd fra preven tatt fire timer
etter administrasjon av 40 mg av MAIF preparatet

{se fig. 31).

Alle doser av MAIF resulterte i1 en okning i antallet sirku-
lerende neytrofiler og en reduksjon i antallet lymfocytter.
Mens effekten pa lymfocytter sto i et lineart forhold til

dose, var skningen i neytrofiltall i form av en kurve, idet

den sterste effekt observeres i de dyr som er gitt 10 mg.
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Disse resultater understetter det konsept at den antiinflam-
matoriske faktor modulerer inflammasjon ved 4 pavirke adhe-
sjonen av neytrofiler til endotelceller.

Det ble ogsa oppnadd data vedrerende effekten av tre andre
celle-targetrettede, antiinflammatoriske/immunomodulerende
midler pa sirkulerende leukocytter i rotten. Det stercide
medikament, metylprednisolon, bevirker en endring i lymfo-
cytt/neytrofilforholdet analogt med det som sees med MAIF.
Det tidsmessige forhold mellom medikamentadministrasjon og
effekt er noe forskjellig. Det antirejeksjons/antiinflam-
matoriske middel cyklosporin A bevirker ogsa en ekning i an-
tallet sirkulerende neytrofiler, men lymfocytttall blir enten
okt eller ikke pavirket avhengig av dosen. I motsetning
depleterer det cytotoksiske medikament cyklofosfamid bade
sirkulerende lymfocytter og neytrofiler. Effektene av den
antiinflammatoriske faktor ville vise seg a vere ner paral-
lell med virkningen av metylprednisolon.

Eksempel 1B N

Effekt av den antiinflammatoriske faktor pa lymfocyttfunksijon
Evnen til den antiinflammatoriske faktor til & indusere en
reversibel reduksjon i antallet sirkulerende lymfocytter
(eksempel 17) ga anledning til videre undersekelse av effek-
ten av faktoren pa lymfocyttfunksjon. Graft-versus-Host
(GVH) og Host-versus-Graft (HvG) analyser ble anvendt for a

bestemme effekten av faktoren pa T-lymfocyttfunksjon.

I HvG-analysen ble parentale Dark Agouti rotter ("DA") inji-
sert i.v. med 20 mg MAIF preparatet 48, 24 og tre timer fer
lymfocytter fra deres F1 hybridavkom (DA x Hooded Oxford
rotter) ble injisert inn i deres fotputer. Effekten av den
antiinflammatoriske faktor pa evnen til T-lymfocytter fra en
intakt vert (DA) til & respondere pa de fremmede histokompa-
tibilitetsantigener av F1 lymfocyttene ble siledes milt.
Protokollen frembragte en svaert signifikant reduksjon (30 %)
i responsen som vist ved en reduksjon i popliteal lymfekjer-
telvekt (f£ig. 33A).
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I GvH-reaksjonen ble parentale (DA) lymfocytter oppniddd fra
MAIF-behandlede parentale rotter (DA) og injisert inn i fot-
putene til deres F1 (DA x Hooded Oxford) avkom. Denne ana-
lyse malte den in vivo responderbarhet til T-1lymfocytter
fjernet fra verten under evaluering, dvs fra MAIF-behandlede
rotter. MAIF-kuren hadde ingen effekt pa GvH-responsen
(fig. 33B).

Under de foregdende forsegk ble det lagt merke til en tydelig
gkning i antallet miltlymfocytter i MAIF-behandlede dyr.
Ytterligere forsek viste en signifikant ekning i bade milt-
vekt og i miltcelletall (fig. 33C og 33D). @kningen i milt-
celletall var omtrent lik reduksjonen i antallet sirkulerende
celler rapportert i det foregaende.

Til slutt ble effekten av den antiinflammatoriske faktoxr pa
evnen til de isolerte miltlymfocytter til & respondere pi
mitogenet konkanavalin A bestemt. Administrasjon av MAIF

preparatet ble funnet & nesten totalt motvirke den mitogene
respons av dyrkede lymfocytter til dette lektin (fig. 33E).

Eksempel 19

Suppresjon av infeksjonsindusert inflammasjon ved den anti-
inflammatoriske faktor

Det er blitt utfert forsek for & bestemme hvorvidt endringer
i serienivder av akutte fasereaktanter (AFR'er) kunne anven-
des til & kvantifisere den antiinflammatoriske aktivitet av
den antiinflammatoriske faktor. AFR'ene er en gruppe prote-
iner som er syntetisert som respons pa en inflammatorisk sti-
mulus. Ett av disse, alfa-2-makroglobulin, er vanlig for
bade mennesker og rotter, og metodikk for maling for denne
inflammatoriske komponent er tilgjengelig. To intravenese
injeksjoner av MAIF preparat (0 og 24 timer) reduserte ikke
toppregponsen (48 timer) av alfa-2-makroglobulin. Dette
resultat indikerer at faktoren ikke pavirker den senere in-
flammatoriske respons.
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Eksempel 20

In vitro og in viveo evaluering av melkeavledet anti-
inflammatorisk faktor (bovin brystmakrofaganalyse,
infeksjonsmodeller i mus)

Inkubasjon av bovine brystmakrofager med den hyperimmune
melkefraksjon fremmet ikke pavisbart graden av fagocytose,
men skte evnen av makrofagene til a drepe fagocytosert
Staphylococcus aureus. Mus injisert intraperitonealt med
10 mg av MAIF preparatet pr. kg viste ekt resistens overfor

intraperitoneal testing med letal Staphylococcus aureus.

I en intrabryst Staphylococcus aureus mastitis testingsmodell
viste MAIF-injiserte mus ogsd signifikant mindre brystinflam-
masjon og involusjon og ekt clearance av den infeksiese orga-
nisme. Kvantitativ histologisk analyse av brystvev fra MAIF-
behandlede mus viste betydelig mer lumen, mindre interalve-
olart bindevev, og mindre leukocyttisk infiltrasjon sammen-
lignet med kontrollmus. Brystkjertler av behandlede mus
inneholdt ogsa fxrre kolonidannende enheter enn kontrollmus.
Den antiinflammatoriske faktor synes a uteve sin effekt pa
det ikke-spesifikke forsvarssystem ved en modulering av
leukocyttfunksjon.

Eksempel 21

Effekt av den antiinflammatoriske faktor pa patogenesen av
eksperimentell infeksjon

De mest alminnelige inflammagener som mennesker treffer pa er
mikrobielle, og det er viktig & bestemme effekten av et hvil-
ket som helst middel som modulerer forsvar hos verten mot
infeksjon. Vevsskaden som ledsager mange infeksigse sykdomm-
er er faktisk forArsaket av vertsresponsen pa infeksjon sna-
rere enn av den angripende organisme. Mens evnen til & modu-
lere den inflammatoriske respons pa infeksjon kunne vare en
anvendbar klinisk teknikk, md det erkjennes at inhibering av
vertsresponsen under infeksjon kan vere ufordelaktig. Dette
gjelder s®rlig i tilfellet av neytrofil inhibering. Under-
spkelser med midler som demper deltagelsen av neytrofiler i
de tidlige trinn av infeksjon har vist at, mens inflammasjon
og vevsskade initialt kan undertrykkes, den gkte bakterielle
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belastning som forekommer som et resultat av den reduserte
cellulare respons til slutt ferer til en eksaserbasjon av
vevsskade. Det er saledes essensielt & evaluere potensialet
av den melk-antiinflammatoriske faktor til & modulere infek-
sjon for & (1) bestemme om middelet kan redusere infeksjons-
indusert vevsskade, og {(2) a vurdere hvorvidt eventuell
observert suppresjon av vertsresponsen ledsages av en ekning

i alvorligheten av infeksjon.

Effekten av den antiinflammatoriske faktor pa @zdemdannelse
etter den intradermale injeksjon av E. coli 075 ble bestemt.
To grupper av atte dyr ble anvendt. En gruppe var ubehandlet
cg tjente som kontroller mens individer i den andre gruppen
ble injisert intravenest med 40 mg av MAIF preparatet i

0,5 ml saltopplesning. Umiddelbart etter administrasjonen av
MATIF ble 100 gl av en kultur av E. coli 075 dyrket over
natten injisert intradermalt med to hudseter pa den barberte
ryggen av rotten, etterfulgt av intradermal injeksjon av

100 pl saltopplesning ved ytterligere to seter. For a tilla-
te estimering av edemvolum i den infiserte hud ble 0,1 uCi av
1251-gsA injisert intravenest ved tidspunktet for testing.
Seks timer senere ble dyrene bedevet, en blodpreve ble tatt,
huden pa ryggen ble fjernet og de infiserte og saltopples-
ningsinjiserte seter ble stanset ut. Volumet av adem ble
beregnet ved & relatere vevstellinger til plasmatellinger som
beskrevet. For a oppna volumet av edem som akkumuleres som
et resultat av nervaret av E. coli ble odem/plasmavolum av de
saltopplesningsinjiserte seter trukket fra. Resultatene er
vist i fig. 34.

MAIF administrasjon resulterte i en 48 % inhibering av edem-
dannelse. Dette forsek godtgjorde at den antiinflammatoriske
faktor kunne modulere den lokale inflammatoriske respons pa
infeksjon.

For & underseke forholdene mellom administrasjon av antiin-
flammatorisk faktor, bakteriell replikasjon, akkumulering av
fluid og inflammatorisk celleinfiltrasjon ble en altermativ
infeksjonsmodell anvendt. Polyuretansvamper, fremstilt og
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implantert som tidligere begskrevet, ble infisert med en kvan-
tifisert preve av E. coli 075 ved tidspunktet for implanta-
sjon. Svampene ble fjernet ved tidsintervaller, veiet for &
bestemme volumet av fluideksudatet og deretter klemt sammen i
media for & frigjere bakteriene og cellene fra svampen. Bak-
terietall og celletall ble estimert ved anvendelse av teknik-
ker kjent for de fagkyndige innen omradet. Det etterfelgende
forsek ble utfert ved anvendelse av denne modell.

90 dyr ble delt i to grupper pa 45. En av disse gruppene var
ubehandlet og tjente som kontroller. Den andre gruppen ble
injisert intravenest med 40 mg av MARIF preparatet. Svampene
ble deretter implantert subkutant og, ved tidspunktet for
implantasjon ble hver svamp inokulert med 10° E. coli 075.
Grupper pa seks til Aitte dyr ble avlivet ved mellomrom der-
etter, og den bakteriologiske status og sterrelsen av det in-
flammatoriske infiltrat i svampene ble bestemt. Resultatene
er illustrert i fig. 35 til 37.

Graden av bakteriell replikasjon var mye sterre i MAIF-behand-
lede dyr enn i kontrollene, og det var henholdsvis en 10,

1000 og 10.000 ganger forskjell i bakterietall ved fire, atte
og 16 timer. Deretter avtok bakterietallene selv om det
fremdeles var en stor forskjell ved 96 timer (fig. 35).

Den tidlige responsg p4d infeksjon er den kritiske determinant
for utfallet av en infeksies hendelse. I dette forsek var
det cellulzre infiltrat ved to, fire og atte timer i dyrene
gitt MAIF henholdsvis 27 %, 35 % og 46 % av kontrollinfil-
tratet (fig. 36B). Cellene som akkumuleres i lepet av de
forste 24 timer etter testing er > 90 % neytrofiler og
suppresjon av denne cellulazre komponent under denne fase kan
forklare den hurtige skning i bakterietall. Akkumuleringen
av fluid ved to timer ble ikke pavirket av administrasjonen
av MAIF, men var betydelig mindre fire, atte og 16 timer
etter testing. Dette er i overensstemmelse med det tidligere
funn at den antiinflammatoriske faktor ikke undertrykket den
primere, ikke-cellulzre fase av sdemdannelse i karrageenan-
fotputemodellen. I tidligere undersekelser, under anvendelse
av de immunomodulerende midler cyklosporin A og
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metylprednisolon, ble det vist en lignende assosiasjon mellom
suppresjonen av det akutte cellulzre inflammatoriske infil-
trat og fremmelsen av bakteriell replikasjon. I disse forsek
fremmet imidlertid den okte bakterielle belastning en verts-
respons mellom 24 og 48 timer etter testing hvori det var en
massiv innstremning av neytrofiler. Nar vev var involvert
resulterte den skte inflammatoriske respons i en markert
eksaserbasjon av vevsskade og arrdannelse. Som interessant
er, selv om administrasjon av MAIF undertrykket den tidlige
inflammatoriske respons og ble assosiert med en 10.000 ganger
ekning i bakterietall, var det ingen massiv innstremning av
neytrofiler 24 til 48 timer etter testing.

Eksempel 22

Effekt av den antiinflammatoriske faktor pa eksperimentell
pyelonefritt

Et middel som kan undertrykke inflammasjon ved infeksjon uten
4 resultere i en felgesykdom av ekt vevsskade ville ha et
betydelig potensial. En klinisk relevant modell av infeksies
sykdom kunne tilveiebringe et eksperimentelt grunnlag for

etablering av et slikt potensial.

Pyelonefritt er en infeksies sykdom som demonstrerer lokal
inflammasjon, vevsedeleggelse av arrdannelse som kardinal-
histologiske trekk. En velkarakterisert modell av sykdommen
er tilgjengelig, hvilken reproduserer de sentrale patologiske
trekk av sykdommen hos mennesker. Pyelonefritt induseres i
rotter ved en direkte inokulering av den kirurgisk blottlagte
nyre med et forutbestemt antall av E. coli 075. Etter test-
ing gker bakterietallet hurtig og ndr en topp tre til fire
dager senere. I normale dyr avtar infeksjonsnivaet i lepet
av de fwlgende fem eller seks dager og nar et platd ved om-
trent ti dager etter testing. Etter 21 dager er lesjonene
resorbert og fremstir som fokale omrader av tiltenkt arrvev.
For & vurdere effekten av den antiinflammatoriske faktor pa
denne infeksjonsmodellen ble pyelonefritt indusert i begge
nyrer i 26 dyr. Halvparten av disse dyrene ble behandlet med
MAIF preparatet intravenest ved en dose pa 40 mg/rotte ved
tidspunktet for testing, og igjen 48 timer senere. Syv dyr
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fra hver gruppe ble avlivet fire dager etter induksjon av
pyelonefritt og de to gjenverende gruppene av seks dyr ved 21
dager. Nyrene ble fjernet aseptisk og veiet for & bestemme
det relative volum av fluideksudatet. Omfanget av sterrelsen
av overflatelesjon ble estimert ved direkte visualisering og

nyrene homogenisert for & tillate opptelling av bakterietall.
Resultatene er vist i fig. 38.

Fire dager etter testing ble den inflammatoriske respons, som
vist ved inhiberingen av fluidakkumulering og starrelsen.av
lesjonene pa overflaten av nyren, undertrykt ved administra-
sjonen av MAIF. Som tidligere observert i undersekelsene som
involverer infiserte, subkutant implanterte svamper, resul-
terte den tidlige suppresjon av inflammasjon i en logaritmisk
gkning i antallet bakterier i MAIF-behandlede dyr. Etter 21
dager var det ingen forskjell i sykdomspatologien som malt
ved nyrevekt, bakterietall eller sterrelse av nyreoverflate-
lesjoner. Siledes, mens suppresjon av den tidlige inflamma-
toriske respons med MAIF ikke resulterte i en reduksjon i
vevsedeleggelse 1 den kroniske (21 dager) fase av pyelone-
fritt, fremmet den heller ikke utviklingen av patologiske
lesjoner som andre antiinflammatoriske og immunomodulerende

midler har gjort.

Eksempel 23
Oppsummering av forspksdata
Det ble utviklet en metode som tillot akkumulering av edem i

den karrageenaninjiserte fotpute som skal overvakes kontinu-
erlig.

Den tidlige, ikke-fagocytiske fase av den inflammatoriske
respons ble ilkke pavirket av antiinflammatorisk £faktor, mens
den senere, cellul=zrt drevede fase av reaksjonen ble betyde-
lig inhibert. Ytterligere forsek, hvori MAIF ble admini-
strert med mellomrom fer eller etter injeksjon av karra-
geenan, ga ytterligere bevis pad at MAIF utevet sin anti-
inflammatoriske effekt ved modulering av den sekundazre,
neytrofilmedierte, inflammatoriske respons.
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Den antiinflammatoriske faktor ble vist a4 ha en halveringstid
Pad en til to timer etter i.v. injeksjon og utvikling av
inflammasjon kunne undertrykkes nar faktoren ble administrert
30 minutter etter testing. Dette resultat er relevant for
den potensielle terapeutiske anvendelse av den antiinflamma-
toriske faktor.

Neytrofilen er den viktigste cellen involvert i den akutte
inflammatoriske respons. Under Arthus-reaksjonen ble en

>80 % reduksjon i neytrofilakkumulering observert etter MAIF
administrasjonen som igjen ble assosiert med en svart signi-
fikant inhibering av de sekundzre karakteristikker av den
inflammatoriske reaksjon, nemlig &dem og bledning. Dette
resultat impliserte videre neytrofiler som et mal i MAIF-
indusert suppresjon av inflammasjon.

Ett av nekkeltrinnene i utviklingen av inflammasjon er migra-
sjonen av neytrofiler fra vaskulaturen til vevet. Den intra-
venese administrasjon av den antiinflammatoriske faktor ble
vist 4 resultere i inngiende og doseavhengig inhibering av
noytrofilmigrasjon. N&ar effekten av den antiinflammatoriske
faktor pa perfere blodleukocytter ble undersekt, ble det
observert en markert ekning 1 antallet sirkulerende neytro-
filer, ledsaget av en tilsvarende reduksjon i antallet lymfo-
¢ytter. Denne effekt var ogsi doseavhengig, men var i til-
fellet med ekning i neytrofiltall ikke linear.

Administrasjonen av den melk-antiinflammatoriske faktor ble
funnet & bade blokkere adhesjonen av neytrofiler til endo-
telet og & fremme dissosiasjonen av vertsneytrofiler som var
adherente ved tidspunktet for administrasjon. Denne effekten
er antagelig resultatet av evnen til den antiinflammatoriske
faktor til & blokkere interaksjonen mellom celleoverflate
CD18 antigener og andre molekyler. Inhiberingen av CD18

binding ved faktoren synes & vare spesifikk i det at faktoren

.hindret bindingen av anti-CD18 monoklonalt antistoff til

celler, men hindret ikke p4 samme mite bindingen av anti-
CD11b monoklonalt antistoff.
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Blokkeringen av intermolekylazre interaksjoner som involverer
CD18 celleoverflateantigenet kan ogsa forklare den observa-
sjon at faktoren var i stand til & inhibere evnen til verts-
lymfocytter til & respondere pd fremmede histokompabilitets-
antigener. I andre forsek ble den antiinflammatoriske faktor
funnet & bleckkere den konkanavalininduserte mitogene respons
i lymfocytter.

Til slutt undertrykket faktoren signifikant den tidlige
cellulzre respons pa infeksjon, en effekt som resulterte i en
logaritmisk ekning i bakterietall i en subkutan infeksjons-
modell. Denne eksaserbasjon av infeksjon resulterte ikke i
et tilbakefall av den inflammatoriske respons, som det sees
med andre midler som undertrykker akutt inflammasjon i infek-
sjon. Et andre forsek under anvendelse av en klinisk rele-
vant infeksjonsmodell, pyelonefritt, viste ogsa en under-
trykkende effekt pd inflammasjon som var assosiert med en
ekning i bakterietall. Igjen ble ingen tilbakefallseffekt
observert og det var ingen forskjell i graden av vevsskade
som forekom i MAIF-behandlede og kontrollgrupper.

De felgende konklusjoner kan trekkes fra denne serie forsek:

1. Antiinflammatorisk faktor, administrexrt i.v., undertrykker
den sekundarej neytrofilmedierte, fase av den karrageenan-
induserte inflammatoriske respons.

2. Nar evaluert i karrageenan-fotputeanalysen har den anti-
inflammatoriske faktor en biologisk halveringstid pa en
til to timer og er effektiv selv nidr administrert etter at
inflammasjon er indusert. Etterfelgende forsek indikerer
at den effektive halveringstid er avhengig av bade dosen
og den anvendte inflammatoriske stimulus.

3. Antiinflammatorisk faktor inhiberer neytrofilutvandring in
vivo.

4. Administrasjon av antiinflammatorisk faktor resulterer i
en ekning i antallet sirkulerende neytrofiler og em til-
svarende reduksjon i lymfocyttall.

5. Antiinflammatorisk faktor undertrykker vertsforsvar mot
infeksjon, antagelig via en effekt pa neytrofilutvandring.
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§. Antiinflammatorisk faktor blokkerer interaksjoner mellom
celleoverflate CD18 antigener og andre molekyler.

7. Antiinflammatorisk faktor blokkerer adhesjonen av neytro-
filer til endotelet.

8. Antiinflammatorisk faktor fremmer dissosiasjonen av
adherente neytrofiler fra endotelet.

9. Antiinflammatorisk faktor blokkerer evnen til verts-
lymfocytter til & respondere pa fremmede histokompati-
bilitetsantigener.

10. Antiinflammatorisk faktor blokkerer den mitogene respons

av lymfocytter.

De oppnadde forseksdata i disse undersekelser visexr klart at
melk-antiinflammatorisk faktor har en markert effekt pa bade
neytrofiler og lymfocytter. De observerte effekter kan vare
resultatet av en direkte effekt av antiinflammatorisk faktor
pad celler per se, eller resultatet av suppresjonen (eller
stimuleringen) av en eller annen cellular eller oppleselig
mediator som indirekte endrer de biologiske aktiviteter av
celler. Det er ogsd alminnelig akseptert at de fleste farma-
kologiske midler har multiple virkninger og det er mulig at
den antiinflammatoriske faktor vil finnes & pavirke et antall
andre, enna uidentifiserte, biologiske prosesser.

Eksempel 24

Metode for oppnaelse av hgyrenset MAIF

Standard metoder for fremstilling av MAIF lignende dem
beskrevet tidligere i denne seknad gir en viss grad av rens-
ning av MAIF fra skummet melk. Den etterfslgende protokoll
resulterer imidlertid i et mer heyrenset preparat av MAIF enn
tidligere oppnaeligqg.

Materialer. Kjemikalier var alle av reagenskvalitet. Vann
anvendt for preparative prosedyrer i stor skala var sterilt
vann for injeksjon.

Standardisert MAIF preparat. For & sammenligne MAIF-aktivi-
tetene i forskjellige partier melk fra hyperimmune kuer eller
fra kontrollkuer ble en standardisert prosedyre som innebarer
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ultrafiltrering og ionebytterkromatografi tatt i bruk for &
fremstille en delvis renset, heyaktiv preve. Et hensiktsmes-
gig volum (3 til 100 liter) av frisk, kald skummet melk ble
underkastet ultrafiltrering gjennom Minisette-enheten (Omega
membran) ved 0,21 MPa inntil volumet av det oppsamlede £il-
trat var lik to tredjedeler av utgangsvolumet av melk. Et
hensiktsmessig volum av standardisert, < 10.000 dalton (< 10
K dalton) permeat (250 ml, 500 ml, etc.) ble tilfert til en
DEAE kolonne som var 26,7 % av permeatvolumet. Kolonnen ble
vasket med et volum av deionisert vann to ganger volumet av
permeatet og eluert med et volum av 0,15 M NaCl lik 58,3 % av
permeatvolumet. MAIF aktiviteten i standardiserte DEAE pre-
parater ble bestemt i neytrofilmigrasjonsinhiberingsanalysen
(se nedenfor) og ble definert som prosent inhibering av ney-
trolfilmigrasjon indusert ved en dose piA 3 mg/120-150 g
rotte.

Hoyrenset MATF preparat

Ultrafiltrering. 90 liter frisk, kald (4°C), ikke-pasteuri-
sert skummet melk fra hyperimmuniserte kuer ble pumpet gjenn-
om et 25°C varmebad i prosesslinjen og deretter fert gjennom
en Minisette (Filtron) ultrafiltreringskassett inneholdende
en Omega (modell nx. 0S010C0l) membran med en molekylvektter-
skel pa < 10 K dalton. Innlepstrykk ble opprettholdt ved
0,21 MPa. Det resulterende permeat (< 10 K permeat) ble opp-
samlet pd is inntil et wvolum p& 60 liter var akkumulert. <
10 K permeatet ble anvendt umiddelbart for ytterligere rens-
ing ved ionebytterkromatografi eller ble frosset og lagret
ved =-20°C eller ble fryseterket.

Ionebytterkromatografi. 60 liter kald, frisk < 10 K pexrmeat
ble tilfert direkte til en 37 cm x 15 cm kolonne (Pharmacia,
modell KS 370/15) inneholdende 16 liter dietylamincetyl
(DEAE) Sepharose Fast Flow ionebytterharpiks (Pharmacia nr.
17-0709-05) ved en stremningshastighet p& 4,8 liter pxr. time
under anvendelse av en peristaltisk lavtrykkspumpe.
Kolonneeffluenten ble overvaket ved 280 og 254 nm med en
Pharmacia Dual Path UV kontrollinnretning {(modell 195-24217-
01). Den pafylte kolonne ble vasket med 120 liter
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sterilt, deionisert vann for a4 eluere ubundet material inntil
absorbansen ved 280 nm av effluenten returnerte til basis-
linjen. Bundede komponenter ble eluert med 35 liter 0,15 M
NaCl. Kolonneeluatet ble fryseterket og lagret i gule hette-
glass 1 merket. MAIF aktivitet i kolonneeluater ble bestemt

i neytrofilmigrasjonsinhiberingsanalysen {(se nedenfor).

Stprrelseseksklusjonskromatografi. Delvis rensede DEAE
preparater av MAIF ble separert pa en preparativ TSK G2500PW
(21,5 x 600 mm) sterrelseseksklusjon HPLC kromatografikolonne
{Toso Haas, Montgomeryville, PA} ekvilibrert med 0,15 M
NH,OAc pa en Hewlett-Packard modell 1050 HPLC med en auto-
matisk injektor og en diodeoppstillingsdetektor. Fryszeterket
DEAE-MATIF (100 mg) ble opplest i 0,25 ml av 0,15 M NH,OAc og
injisert pa kolonnen. Kolonnen ble eluert med 0,15 M NH,OAc
ved en stremningshastighet p& 5 ml/min. Effluenten ble over-
vdket ved 220 og 280 nm. Imidlertid ble diodeoppstillings-
data lagret for alle beslgelengder mellom 190 og 600 nm.
Fraksjoner (9 ml} ble oppsamlet pa en LKB "ultrorac" frak-
sjonsoppsamlingsanordning. For‘é fremstille store mengder
MAIF ble multiple prever pd 100 mg hver separert pa TSK
kolonnen og oppsamlet i det samme sett av rer. Rer inne-
holdende den aktive faktor ble samlet, fryseterket og veiet.

Organisk partisjonsekstraksjon. MAIF ble selektivt isolerxt
fra bundede salter ved en organisk partisjonsekstraksjons-
metode hvori den halvrensede TSK-MAIF preve ble opplest i
destillert vann, alkalisert, ekstrahert med n-heksan for a
fijerne neytrale lipider, surgjort og deretter ekstrahert med
etylacetat. 50 til 100 mg TSK-MAIF ble opplest i 2 ml
avionisert vann i en tjazrebredd ekstraksjonsbeholder. pH av
opplesningen ble innstilt til 8,0 med fire driper 0,02 N
NH,CH. 2 ml n-heksan ble tilsatt og blandingen ble rystet
kraftig. Den evre fase bestaende av heksan ble fjernet,
terket og veiet. Den gjenvarende vandige opplesning ble sur-
gjort til pH 3,5 med 100 draper sitronsyre. 50 ml etylacetat
ble tilsatt og blandingen ble rystet kraftig og sentrifugert
ved 1000 opm for & separere lag. BEtylacetatlaget ble over-
fort til en tj=zrebredd beholder. Ekstraksjonen ble gjentatt
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med et andre 5 ml volum av etylacetat. Etylacetatlagene ble
kombinert, torket under nitrogen og veiet.

Svak anionbytterkromatografi. En aminopropyl Supelcosil

(Supelco) HPLC kolonne ble anvendt til & separere svakt

ioniske negativt ladede MAIF komponenter befridd for bundede
salter ved etylacetatekstraksjonsprosedyren. Den aminobund-
ede kolonne som virker som en svak ionebytter med vandige
buffere, ble ekvilibrert med 78 % ACN/H,0. En 50 mg TSK-MAIF
preve ble opplest i 25 % ACN/3 mM NH,OAc og tilfert til
kolonnen. Xolonnen ble utviklet med et tredelt eluerings-
system bestéende av 78 % ACN/H,O0 til 69 % ACN/3 mM NH,OARc i

0 til 15 minutter etterfulgt av 69 % ACN/3 mM NH,OAc til 65 %
ACN/3 wM NH,OAc fra 15 til 30 minutter ved en stromnings-
hastighet p4 1 ml/min. Xolonneeluatet ble overvaket ved 220
og 280 nm. Utvalgte fraksjoner ble testet for MAIF aktivitet
i neytrofilmigrasjonsinhiberingsanalysen (se nedenfor).

Npytrofilmigrasjonsinhiberingsanalyse. MAIF-antiinflamma-
torisk aktivitet ble bestemt i en plevral neytrofilmigra-
sjonsinhiberingsanalyse. Hvite laboratorie-hunnrotter med
vekt 120 til 150 g ble injisert intraplevralt med 1,0 ml 1 %
kappa-karrageenin i PBS for & indusere neytrofilmigrasjon inn
i plevrahulen. Rottene ble umiddelbart injisert intraperi-
tonealt med 0,5 ml doser av MAIF prever i1 PBS. PBS ble an-
vendt som en kontroll. Etter fire timer ble rottene avlivet,
plevraleksudater ble oppsamlet og de utvandrede neytrofiler

ble tellet.

Resultater

Standardisering av preparative metoder. Reproduserbare

metoder som innebzrer ultrafiltrerings- og DEAE kolonneprose-

dyrer og analyse av sammenlignbare prever i rotte-neytrofil-
migrasjonsinhiberingsanalysen ble etablert for fremstilling
av heyaktive MATF preparater. Valget av standardiserte
rensemetoder tillot kvantifisering av MAIF aktivitet i spe-
sifikke melkeprodukter og i partier for storskalaproduksjon.
For a evaluere den standardiserte metode ble MAIF fremstilt
fra hyperimmun melk, fra kontrollmelk oppnadd fra ikke-immu-
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niserte kuer og fra en handelsvanlig terrmelk, og ble blind-
testet i neytrofilmigrasjonsinhiberingsanalysen. MAIF prever
ble testet ved doser pa 0,5, 1,5, 3, 5 og

8 mg/120-150 g rotte med hensyn pa deres evne til & inhibere
migrasjonen av neytrofiler til inflammatoriske seter

(fig. 39). MAIF fra hyperimmun melk ga en maksimal neytro-
filinhibering p& mer enn 70 % ved 3 mg dose. Frisk kontroll-
melk og handelsvanlig kontrollmelk ga hver kun 18 % inhiber-
ing ved 3 mg dose. Aktiviteten av standardisert MAIF frem-
stilt fra hyperimmun melk ble sammenlignet med sialinsyre og
orotinsyre, kjente komponenter av melk antatt & ha antiin-
flammatorisk aktivitet (fig. 40) og med to antiinflammator-
iske medikamenter (fig. 41). Hverken sialsyre eller oro-
tinsyre utviste noen inhiberende aktivitet p3d migrasjonen av
rottensytrolfiler i de testede doser. Indometacin utviste 35
& inhiberende aktivitet ved en dose pa 0,5 mg/120-150 g
rotte. Inhiberingen falt imidlertid til 30 % ved 3 mg/i20-
150 g rotte og avtok jevnt ved heyere doser. Aspirin, ved
rottedoser ekvivalent med menneskedoser, viste mindre enn

10 % inhibering og nadde heyinhiberingsomridet kun ved doser
ner 100 ganger den menneske-ekvivalente rottedose.

MAIF rensing ved preparativ HPLC. Anvendelse av DEAE ione-
bytterkromatografi for 4 fremstille MAIF resulterte i en 25
ganger rensning av den antiinflammatoriske aktivitet med
hensyn til < 10 K permeatet. BRAnalyse av sammensetningen av
den DEAE-avledede MAIF ved sterrelseseksklusjon HPLC (fig.
42) indikerte narvar av to hovedkomponenter ved 17 og 25
minutter og seks ellex flere komponenter i mindre mengder som
eluerte mellom 30 og 60 minutter. Analyse av samlede frak-
gsjoner i neytrofilmigrasjonsinhiberingsanalysen viste at
hovedkonsentrasjonen av MAIF aktivitet forekom i toppen ved
25 minutter. Disse resultater indikerte at et preparativt
sterrelsesseparasjonstrinn ville tillate fremstilling av et
mer heyrenset preparat av MAIF. Forsek pa a oppnd sammen-
lignbare resultater pi et preparativt vaskekromatografimedium
ga ikke tilstrekkelige separasjoner. En preparativ HPLC
TSK2500PW kolonne, eluert med 0,15 M NH,OAc, ga fremragende
separasjon av MAIF toppen ved 25 minutter. DEAE-MAIF ble
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separert pa HPLC kolonnen i 100 mg kjeringer og den samlede
topp ved 25 minutter ble fryseterket. Den 0,15 M NH,OAc
elueringsbuffer ble valgt fordi alle buffersalter ville vare
fullstendig fjernbare fra isolerte MAIF prever under fryse-
torking. Nar gjentatte 100 mg kjeringer av DEAE-MAIF ble
fraksjonert ved preparativ HPLC, utviste imidlertid utvunnede
vekter av toppen ved 25 minutter kun en 10 % reduksjon i
vekt. Element®ranalyse av MAIF toppen indikerte at mer enn
40 % av vekten kunne tilskrives salt. Flere salter, inklu-
derende natriumklorid, natriumacetat og magnesiumklorid, ble
testet for 4 bestemme deres elueringsposisjon pd TSK2500PW
kolonnen. Hvert salt eluerte mellom 35 og 40 minutter.

Dette resultat indikerte at salt var spesifikt bundet av MAIF
forbindelsen som eluerer ved 25 minutter.

Eliminering av forurensende salt. For & befri MAIF for-
bindelsen for bundede salter ble det anvendt en organisk
partisjonsekstraksjonsmetode hvori det HPLC-rensede MAIF
preparat ble alkalisert for & eksponere negativt ladede
grupper og ekstrahert med heksan for a fjerne heksanopplese-
lige forurensninger. Den vandige fase ble deretter surgjort
for 4 protonere negative ladninger, ekstrahert inn i etyl-
acetat og veiet. Den ekstraherte rest utviste en reduksjon i
vekt pd mer enn 96 %. Analyse av den terkede etylacetat-
fraksjon i neytrofilmigrasjonsinhiberingsanalysen viste sterk
MAIF aktivitet og krevde sia mye som en 10.000 ganger redusert
dose av den heyrensede MAIF for a oppna samme grad av ney-
trolfilmigrasjonsinhibering som MAIF oppnddd forut for den
organiske partisjonsekstraksjon (fig. 43). Analyse av MAIF
forbindelsen pa en aminopropylsvak anionbytterkolonne fer og
etter ekstraksjon viste et Betydelig skift i elueringsposi-
sjon av de gjenvarende komponenter og tap av en skulder i
profilen (fig. 44). Disse resultater indikerte at parti-
sjonsekstraksjonsmetoden resulterte i fjerning av de for-
urensende bundede salter og tillater fremstilling av et mexr
heyrenset preparat av MAIF enn tidligere oppnaelig.

Den standardiserte MAIF metode frembringer en heyaktiv,
delvies renset form av MAIF i1 mengder som er tilstrekkelig for
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utferelse av sammensetningsmessige og strukturelle under-
sekelser. MAIF fremstilt ved denne metode utviser hey akti-
vitet nar sammenlignet med MAIF fra kontrollmelk eller med
postulerte eller kjente antiinflammatoriske medikamenter.
Anvendelse av preparativ TSK HPLC for & fraksjonere MAIF er
effektivt ved fremstilling av et mer renset MAIF. Salter
forblir imidlertid bundet til MAIF forbindelsen pa en uventet
mate.

Organisk partisjonsekstraksjon av MAIF forbindelsen inn i
etylacetat tillater fjerning av de forurensende salter,
hvilket sdledes tillater storskalafremstilling av heyrenset
MATF.
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmate for rensing av en antiinflammatorisk faktor
fra skummet melk (MAIF},

karakterisert ved at den omfatter:

(i) ultrafiltrering av melken gjennom et filter med en
molekylvektterskel pd 10000 Dalton, _
{(ii) oppsamling av et < 10000 Dalton permeat fra trinn (i),

(iii) tilfering av permeatet til en ferste iocnebytterkolonne
og vasking av kolonnen med deionisert vann,

(iv) oppsamling av eluatet fra trinn (iii),

(v) separering av eluatet fra trinn (iv) pa en preparativ
sterrelseseksklusjon HPLC kromatografikolonne og
oppsamling av eluatet, og

(vi) utfering av organisk partisjonsekstraksjon av eluatet
oppnadd fra den preparative stzrreiseseksklusjon HPLC

kromatografi og oppnielse av det organiske ekstrakt
fra ekstraksjonen.

2. Fremgangsmiate som angitt i krav 1, som videre omfatter
trinnet med svak anionbytterkromatografi av det organiske
ekstraktet.

3. Fremgangsmate som angitt i krav 1 eller 2, hvori harpiksen
i den ferste ionebytterkolonnen er dietylaminoetyl (DEAE)-
Sepharose hurtigstremnings-ionebytterharpiks.

4. Fremgangsmate som angitt i ett eller flere av kravene 1
til 3, hvori den preparative sterrelseseksklusjon HPLC
kolonne er en TSK G2500PW sterrelseseksklusjonskolonne.

5. Fremgangsmite som angitt i ett eller flere av kravene 1

til 4, hvori, i trinn (vi), den organiske partisjonsekstrak-

sjonen omfatter: )

(1) ekstrahering med heksan og NH,OH,

(ii) reekstrahering av den vandige fasen fra trinn (i) med
etylacetat, og

(iii) oppsamling av etylacetatekstraktet.
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6. Fremgangsmite som angitt i krav 5, som videre omfatter:

(1) tilfering av etylacetatekstraktet til en svak anion-
bytterkolonne, o©og

(ii) utvikling av kolonnen med et tredelt elueringssystem.

7. Fremgangsmate som angitt i ett eller flere av kravene 1
til 6, hvori ultrafiltreringstrinnet begynner med omtrent 90
til 225 liter skummet melk og ionebyttertrinnet begynner med
omtrent 60 til 150 liter permeat.

8. Fremgangsmate som angitt i krav 7, hvori man begynner HPLC
sterrelseseksklusjonskromatografien med 100 mg MAIF fra et
DEAE ionebyttertrinn.

9. Renset antiinflammatorisk faktor,
karakterisert wvwed at den kan oppnds ved en
fremgangsmate som angitt 1 ett eller flere av kravene 1 til
8.

10. Renset antiinflammatorisk faktor som angitt i krav 9 for

anvendelse i1 medisin.

11. Anvendelse av MAIF som kan oppnds ved en fremgangsmate
som angitt i ett eller flere av kravene 1 til 8 ved frem-
stilling av et middel for: )

inhibering av neytrofil-migrasjon,

inhibering av inflammatorisk respons,

inhibering av neytrofiler fra & adhere til endotelceller i et
pattedyr,

e

lesgjering av neytrofiler som har adhert til endotelceller
et pattedyr,

inhibering av interaksjon mellom CD18 celleoverflate-anti-
gener som er tilstede 1 et pattedyr og molekyler som er i
stand til & binde til CD18 celleoverflate-antigenene,
inhibering av emigrasjon av leukocytter fra venesystemet til
et pattedyr, eller

undertrykking av den mitogene respons til lymfocytter i et

verts-pattedyr pa fremmede antigener.
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12. Anvendelse som angitt i krav 11 ved fremstilling av et
middel for lesgjering av neytrofiler som har adhert til endo-
telceller i et pattedyr, hvori neytrofilene har adhert til
endotelcellene som respons pd blodplateaktiverende faktor.

13. Anvendelse som angitt i krav 11 ved fremstilling av et
middel for inhibering av emigrasjonen av leukocytter fra
venesystemet til et pattedyr, hvori leukocyttene er neytro-
filer.

14. Anvendelse som angitt i krav 11 ved fremstilling av et
middel for undertrykking av den mitogene respons til lymfo-
cytter i1 et verts-pattedyr pa fremmede antigener, hvori anti-
genene er pa celleoverflaten.

15. Anvendelse som angitt i krav 14, hvori cellene er leuko-
cytter eller lymfocytter.

16. Anvendelse av MAIF som kan oppnias ved en fremgangsmite
som angitt i ett eller flere av kravene 1 til 8 ved frem-
stilling av et middel for behandling eller profylakse av
inflammasjon og inflammatoriske tilstander slik som akutt og
subakutt bursitt, akutt ikke-spesifikk tendonitis, systemisk
lupus erythematosus, systemisk dermatomyositt, akutt revma-
tisk karditt, pemfigus, bulles dermatitt, herpetiformis,
alvorlig erytem, multiform eksfoliativ dermatitt, cirrhose,
sesongmessig perennial rhinitt, bronkialastma, ektopisk
dermatitt, serumsyke, kexatitt, ophthalmicus iritis, diffus
ureitt, chorditis, optikusnevritt, sympatisk oftalmi, symp-
tomatisk sarkoidose, Loeffler's syndrom, berylliose, hemo-
lytisk anemi, mastitt, mastciditt, kontaktdermatitt, aller-
gisk konjunktivitt, psoriatisk aitritt, ankyloserende spon-
dylitt, akutt giktisk artritt og herpes zoster.

17. PFarmaseytisk formulering,

karakterisert ved at den omfatter MAIF som
kan oppnas ved en fremgangsmiate som angitt i ett eller flere
av kravene 1 til 8 sammen med et farmaseytisk akseptabelt
fortynningsmiddel.
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