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Verfahren zur Herstallung eine: LFA-1-Alpha-Untereinheit oder deren funktionelles Derivat, im
wesentlichen frei von nattirlichen Kontaminanten, dadurch gekennzeichnet, da ein geeigneter
Wirtsorganismus mit einem Expressionsvektor, der als eine Kodiersequenz Replikon- und
Kontrollsequenz fiir die Expression in Prokaryoten und Eukaryoten fiir das gewiinschte Polypeptid
an einer gesigneten Stelle enthélt, transformiert wird, oder die LFA-1. Alpha-Untersinheit oder
deren funktionelles Derivat chemisch synthetisiert wird, und das gewiinschte Polypeptid aus den
entstandenen Transformanten oder der Reaktionsmischung isoliert wira.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die so hergestellte LFA-1. Alpha-
Untersinheit auBerdem in der Lage ist, sich an ein Molekil zu binden, das an der Oberflédche einer
Zelle vorhanden ist.

Verfahren nech Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dal das auf der Oberflache der Zelle
vorhandene Molekiil ICAM-1 oder ein anderer natlirlicher Ligand von LFA-1 ist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da3 die so hergestellte LFA-1. Alpha-
Untereinheit mit einer LFA-1-Beta-Untereinheit assoziieren kann, um ein LFA-1-Heterodimer zu
bilden.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dal? das LFA-1-Heterodimer in der Lage ist,
sich an ICAM-1 oder einen anderen natlirlichen Liganden von LFA-1 zu binden.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl die Kodiersequenz fiir das gewiinschte
Polypeptid wenigstens eine Sequenz enthélt, die aus der folgenden Gruppe ausgewahlt wird:
P--P-R-A-G-R-H;

|-1-T-D-G-E-A;

D-W-A-G-G-F-L;

S-Q-V-Q-T-I-H;

R-H-G-G-L-S-P;

M-S-C-T-D-F-S;

R-L-L-S-R-A-L;

G-V-D-V-Q-D-G-E-I-E;

D~I-N-G-D-G-L-V-D-V:

V-K-D-L-E-G-D-G-L-A;

T-Y-L-S-G-L;

Y-I-I-G-I-G-K;

m. |-E-G-T-Q-V-L-S-Qund

n P--S—I-H-N-I-P.

mERT SO S0 a0 oW

. Verfahren nach Anspruch 2 zur Herstellung eines funktionellen Derivats einer LFA-1-Alpha-

Untereinheit, dadurch gekennzeichnet, daB die Kodiersequenz fiir ein Fragment der LFA-1-Alpha-
Untereinheit kodiert,

Verfahren nach Anspruch 2 zur Herstellung eines funktionellen Derivats einer LFA-1-Alpha-
Untereinheit, dadurch gekennzeichnet, daR die Kodiersequenz fiir eine Variante der LFA-1-Alpha-
Untereinheit kodiert.

Verfahren nach Anspruch 2 zur Herstellung eines funktionellen Derivats einer LFA-1-Alpha-
Untereinheit, dadurch gekennzeichnet, daR die Kodiersequenz fiir ein Analog der LFA-1-Alpha-
Untereinheit kodiert.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf} die so hergestelite LFA-1-Alpha-
Untereinheit oder das funktionelle Derivat davon in ein chemisches funktionelles Derivat
umgesetzt wird.

Verfahren zur Herstellung einer DNA, das in der Lage ist, entwsder die LFA-1-Alpha-Untereinheit
oder eines ihrer funktionellen Derivate zu expressieren, dadurch gekennzeichnet, daf ein
geeigneter Vektor mit einer oder mehreren geeigneten Restriktionsendonucleasen digeriert und
die gewiinschte DNA isoliert wird.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, da3 das DNA fiir eine LFA-1-Alphé:-
Untereinheit oder ihren funktionellen Derivat kodiert, das wenigstens eine peptide sequenz
enthalt, die aus der folgenden Gruppe ausgewahlt wird.:
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P-P-R-A-G-R-H;

I-I-T-D-G-E-A;

D-W-A-G-G-F-L;

S-Q-V-Q-T-I-H;

R-H~-G-G-L-S-P;

M-S-C-T-D-F-S;

R-L-L-S-R-A-L;

G-V-D-V-Q-D-G-E-I-E;

D-I-N-G-D-G-L-V-D-V;

V-K-D-L-E-G-D-G-L-A;

T-Y-L-S-G-L;

Y-I-I-G-I-G-K;

-E-G--T-Q-V-L-S-Qund

n.  P-S-I-H-N-I-P.

13. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von
Entziindungen, die aus einer Reaktion des spezifischen Abwehrsystems bei Saugetieren
resultieren, oder von Metastasen einer himatopoistischen Tumorzelle, wobei diese Zel'e zur
Wanderung ein funktionelles Glied der LFA-1-Familie braucht, oder vom Wachstum einer der
LFA-1-Alpha-Untereinheit expressisrenden Tumorzelle, dadurch gekennzeichnet, daf3 eine
wirksame Menge eines Polypeptids nach Anspruch 1 bis 10 in eine oder mehrere Fiillstoffe
eingearbeitet wird.

14. Anwendung eines Polypeptids nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daR es zur
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung eingesetzt wird.

15. Kit zur Bestimmung des Vorhandenseins und der Lage einer Entziindung, die aus einer Reaktion
des spezifischen Abwehrsystems bei Séugetieren resultiert oder das Vorhandensein und die Lage
einer Tumorzelle, die ICAM-1 oder einen anderen natiiriichen Ligand von LFA-1 expressiert,
dadurch gekennzeichnet, daf} es eine nachweisbar markierte LFA-1-Alpha-Untereinheit oder
deren Derivat enthélt, welches in der Lage ist, sine Zelle zu identifizieren, die ICAM-1 oder einen
anderen natlirlichen Liganden von LFA-1 expressiert.

16. Kit zur Bestimmung des Vorhandenseins und der Lage einer Entziindung, die aus einer Reaktion
des spezifischen Abwehrsystems bei einem Saugetier resultiert, dadurch gekennzeichnet, daR es
ein Nukleinsduremolekiil enthalt, das zur Bindung an ein Molekiil in der Lage ist, welches aus der
Gruppe ausgewahlt wird, die aus einer mRNA-Folge eines Gens fiir die LFA-1-Alpha-Untereinheit
besteht, wobei die Bindung in der Lage ist, eine Zelle zu identifizieren, die ICAM-1 oder einen
anderen natlrlichen Liganden von LFA-1 expressiert.
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3 s

Hierzu 7 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung des Leukozytadh#sionsrezeptors LFA-1, Die Erfindung
betrifft auBerdem die Klonierung von DNA-Folgen, welche die Alpha-Untereinheit dieses Molekiils kadieren. Die Erfindung
wurde teilweise mit Unterstiitzung durch die Regierung verwirklicht, Die Regierung hat an dieser Erfindung bestimmte Rechte.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Das Immunsystem ist fiir den Schutz von Tieren vor Fremdinvasoren, wie Bakterien, Viren usw., verantwortlich. Eine
ausgezeichnete Ubersicht iiber das Abwehrsystem wird von Eisen, H.W. gegeben {in: Microbiology {Mikrobiologie}, 3. Aufl.,
Harper & Row, Philadelphia, PA (1980}, S.290 bis 295 und 381 bis 418). Die Fahigkeit des Immunsystems, ein Tier vor
Fremdinvasoren zu schiitzen, héingt in hohem MaRe vom Vorhandensein und der Funktion von Blutzellen, die als Leukozyten
bekannt sind, ab. Es wurde festgestellt, daB die Fihigkeit der Leukozyten, diesen Schutz zu gewahren, das Haften dieser Zellen
an zelluldren und extrazelluldren Substraten verlangt.

Beispielsweise miissen Leukozyten in der Lage sein, sich an Endothelzellen zu binden, so daf sie aus dem Blutkreislauf zu Stellen
mit einer beginnenden Entziindung wandern kénnen. AuBerdem miissen sie sich an antigenprésentierende Zellen binden, so
daf eine normale Immunreaktion erfolgen kann. Sie miissen auch in der Lage sein, sich an geeignete Zielzellen zu binden, so das
die Lyse von viral infizierten {oder Tumor-) Zellen erfolgen kann. AuBerdem miissen Leukozyten in der Lage sein, sich an
verschiedene aktivierte Proteine zu binden (beispielsweise iC3b ~ die aktivierte Form der dritten Komponente des
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Komplements), so daR sie wirksam in der Phagozytose sind und mikrobielle und Zelitrimmer bessitigen kénnen. Also ist die
Leukozytenadhdsion eine Voraussetzung fiir ein normal funktionierendes Wirtsabwehrsystem. Die Unterdriickung dieses
Abwehrsystems ist in solchen Fillen wie Transplantationen wiinschenswert, da der Wirt das transplantierte Gewebe als fremd
«ansieht” und eine Immunreaktion auf dieses Gewebe einlsitet. Die Leukozytenadhésion ist somit auch an der AbstoBung von
transplantiertem Gewebe und Organen beteiligt. So kann also das Versténdnis der Leukozytenadhision in die Lage versetzen,
entweder die Féhigkeit eines Tieres 2u verstérken, Infektionen zu bekdmpfen, oder die Fihigkeit eines Tieres unterdriicker,
transplantiertes Gewebe abzustoBen.

In jiingster Zeit wurden unter Anwendung der Hybridomtechnik Leukozytoberflichenmolekiile identifiziert, die an rer
Vermittlung der Leukozytenadhésion beteiligt sind. Kurz gesagt, es wurden monoklonale Antikérper, welche gegen menschliche
T-Zellen (Davignon, D. u.a., Proc. Natl. Acad. Scl. USA 78: 4535-4548 [1981]) und Méusemilzzellen (Springer, T. u.a.,
Eur.J.Immunol.9: 301~306 (1979)) gerichtet sind, identifiziert, die sich an Leukozytenoberflichen gebunden haben und die aben
beschriebenen bindungsbezogenen Funktionen verhinderten (Springer T. u.a., Fed. Proc.44: 26602663 {1985)). Die Molekile,
die von diesen Antikbrpern erkannt wurden, bilden einen Satz von Leukozytenadhiisionsrezeptoren, die als
~lymphozytfunktionsbezogene Antigen-1-Familie* (oder die ,LFA-1-Familie”) der Adhasionsrezeptormolekiile bekannt ist.

Die LFA-1-Familie der Adh#sionsrezeptormolekiile enthlt drei stark miteinander verwandte Zelloberflichenglykoproteine. Es
wurde festgestellt, daB diese Glykoproteine die Zell-Zell-Wechselwirkungen bei Entziindungen vermittein. Die Glykoproteine
wurdan als ,LFA-1* {lymphozytfunktionsbezogenes Antigen-1), ,Mac-1* und ,p 150,95 bezeichnet. Wahrend LFA-1 auf den
Oberfléchen der meisten Leukozyten gefunden wird {Springer, T.A. u.a., Immunol.Rev. 88: 111-135 [1982]), werden Mac¢-1 und
p 150,95 vorwiegend auf Makrophagen, Granulozyten und anderen groBen granuléren Lymphozyten gefunden (Springer, T.A,,
u.a., Immunol.Rev.68: 111-135 [1982]; Keizer, G., u.a., Eur.J.Immunol. 15: 1142-1147 [1985)).

Die LFA-1-Glykoproteinfamilie setzt sich aus Heterodimeren zusammen, die jeweils eine Alpha-Untereinhsit enthalten, welche
nichtkovalent einer Beta-Untersinheit zugeordnet ist, Es wurde festgestellt, daR sich die Alpha-Untereinhsiten der Familie
voneinander unterscheiden, und sie werden mit CD11a,CD 11bbzw. CD 11 ¢ bezeichnet. Die glykosylierten Alpha-Uniereinheiten
haben angenéherte Molekulargewichte von 180, 170 bzw. 150kd. Dagegen wurde festgestelit, daB die Beta-Untereinheit dar
LFA-1-Familie von Adhéisionsrezeptoren identisch ist und ein Molckulargewicht von 95kd dhat (Sanchez-Madrid, F. u.a.,
J.Exp.Med. 158: 1785-1803 [1983]; Keizer, G.D. u.a., Eur.J.Immunol. 15: 1142 bis 1147 [1985); Springer, T., Fed. Proc. 44:
2660-2663 [1985); Sanchez-Madrid, F, u.a., J.Exper,Med. 168: 583-602 [1983)).

Obwohl die Alpha-Untersinheiten der Glykoproteine nicht die umfassende Homologie der Beta-Untereinheiten aufweisen, hat
eine eingehende Analyse der Alpha-Untereinhsiten von Glykoproteinen gezeigt, daB zwischen ihnen wesantliche Ahnlichkeiten
bestehen. Eine Ubersicht tiber die Ahnlichkeiten zwischen Alpha- und Beta-Untereinheiten der Adhésionsmolekiil-
Glykoproteinfamilie wird von Senchez-Madrid, F. u.a. (J. Exper. Med. 158: 586-602 [1983); J. Exper.Med. 158; 1785 bis 1803
(1983]; Miller, L.J. u.a. J.Immunol. 138: 2381 bis 2383 [1987]) gegeben.

Die Bedeutung der LFA-1-Familie der Rezeptoren wurde zuerst in Studien erkannt, welche die Fihigkeit von monoklonalen
Antikdrpern (die in der Lage waren, sich an die spezifischen Alpha-Untereinheiten oder an die gemeinsame Beta-Untereinheit zu
binden) zeigten, adhésionsabhingige Leukozytfunktionen zu unterbinden {Sanchez-Madrid, F. u.a., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
79: 7489-7493 {1982); Beller, D.|. u.a., J. Exper. Med. 156: 10001009 {1982]).

In jiingster Zeit wurde eine Gruppe von Personen identifiziert, die nicht in der Lage sind, normale Mengen eines beliebigen
Gliedes der LFA-1-Adhésionsproteinfamilie auf ihren Leukozytzelloberfidchen zu expressieren. Diese Krankheit wurde als
»Leukozytadhésionsdefizienz" oder ,LAD" bezeichnet und ist durch chronische und wiederkehrende Infektionen sowie durch
andere klinische Symptome gekennzeichnet (Andarson, D.C. u.a., Fed.Proc.44: 2671-2677 [1985]; Anderson, D.C. u.a.,
J.Infect. Dis. 152: 668 bis 689 [1985]). Leukozyten von LAD-Patienten weisen In-vitro-Defekte auf, die denen sehr dhnlich waren,
die beobachtet wurden, wenn Leukozyten normaler Personen durch Antikérper bekdmpft wurden, die fiir Glieder der LFA-1-
Familia spezifisch sind. Es wurde festgestelit, daB LAD-Patienten nicht in der Lage sind, eine normale Immunreaktion
hervorzubringen. Es wurde festgestellt, daB dieses Versagen auf eine Unfihigkeit der Leukozyten von LAD-Patienten
zuriickzufiihren st an zelluldren und extrazellulidren ! iubstraten zu haften {Anderson, D.C., u. a., Fed. Proc.44: 2671-2677 [1985);
Anderson, D.C. u.a., J.Infect. Dis. 152: 668 bis 689 [1985]). Diese Untersuchungen zeigen, daB entziindliche Reaktionen
abgeschwécht werden, wenn Leukozyten nicht in der Lage sind, auf Grund des Fehlens von funktionellen Adh#sionsmolekiilen
an ihrer Zelloberfldche in normaler Weise zu haften.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, daB die Féhigkeit von Leukozyten, die Gesundheit und Lebensfahigkeit eines
Tieres zu erhalten, verlangt, daB diese in der Lage sind, an anderen Zellen (beispielsweise Endothelzellen) und Proteinen
(beispielsweise iC3b) zu haften, Es wurde festgestellt, daB dieses Haften Kor*akte bedingt, die spezifische Rezeptormolekiile
beinhalten, welche an der Leukozytenoberfliche von Leukozyten vorhanden sind. Es wurde festgestellt, daB diese
Zelloberflichenrezeptormolekiile stark miteinander verwandt sind. Menschen, deren Leukozyten diese
Zelloberflachenrezeptormolekiile fehlen, weisen chronische und wiederholt auftretende Infektionen sowie andere klinische
Symptome auf,

Da die Leukozytenadhésion in den Vorgang einbezogen ist, durch den Fremdgewebe identifiziert und abgestoBen wird, ist das
Verstéindnis dieses Vorgangs von entscheidendem Wert auf den Gebieten der Organtransplantation, der Gewaebeverpflanzung,
der Allergie und Onkologie.

Ziel der Erfindung

Durch das erfindungsgeméRe Verfahren wird die pharmazeutisch wertvolle Alpha-Untereinheit des
Leukozytenadhdsionsrezeptors LFA-1 zur Verfiigung gestellt.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, pharmazeutisch wertvolls Zelloberflichenrezeptormolekiile
aufzufinden und Verfahren zu deren Herstellung zur Verfligung zu stollen.

ErfindungsgemdR wird ein Verfahren zur Herstellung der Alpha-Untereinheit des LFA-1-Rezeptormolekills durch Anwendung
der Rekombinant-DNA-Technik zur Verfiigung gestellt.

Das erfindungsgemiBe Verfahren betrifft insbesondere die Klonierung und Expression der Alpha-Untereinheit des LFA-1-
Rezaptormolekills.

Im einzelnen bezieht sich die Erfindung auf ein Verfahren zur Herstellung einer LFA-1-Alpha-Untereinheit oder deren
funktionellen Derivates, die im wesentlichen frei von natiirlichen Kontaminanten sind.

Die Erfindung bezieht sich auRerdem auf die Herstellung der oben genannten LFA-1.-Alpha-Untersinheit oder deren
funktionellen Derivates, die zusétzlich in der Lage sind, ein auf der Oberflache einer Zelle vorhandenes Molekiil (wie ICAM-1 oder
die LFA-1-Beta-Untereinheit) zu binden.

Die Erfindung schlie8t auch das oben genannte LFA-1.-Alpha-Untereinheitsmolekiil ein, wobei das Molekiil wenigstens ein
Polypeptid enthilt, das aus der folgenden Gruppe ausgewihit wurde:

a. P-P-R-A-G-R-H; h. G-V-D-V-Q-N-G-E-I-E;
b. H-T-D-G-E-A; i. D-L-N-G-D-G-L-V-D-V;
¢. D W-A-G-G-F-L; j. V-K-D-L-E-G-D-G-L-A;
d. $-Q-V-QO-T-I-H; k. T-Y-L-S-G-L;
e. R-H-G-G-L-S-P; L. Y-k-G--G-K;
f. M-S-C-T-D-F-S; m. HE-G-T-Q-V-L-S-Qund
g. R-L-L-S-R-A-L; n.  P-S--H-N-I-P.

Die Erfindung schlieBt auch ein rekombinantes DNA-Molekiil ein, das in der Lage ist, entweder die LFA-1-Alpha-Untereinheit
oder deren funktionelles Derivat zu expressieren.

Die Erfindung betrifft auch eine Methode zur Gewinnung der LFA-1-Alpha-Untereinheit i einer im wesentlichen reinen Form,
welche besteht aus den Schritten:

(a} Loslichmachung der LFA-1-Alpha-Untereinheit aus den Membranen von Zellen, welche die LFA-1-Alpha-Untersinheit
expressieren, um ein 16slich gemachtes LFA-1-Alpha-Untereinheit-Préparat zu erhalten;

(b) Einfiihrung der loslich gemachten LFA-1-Alpha-Untereinheit-Préparation in eine Affinitatsmatrix, wobei die Matrix
immobilisierten Antikérper enthilt, der die LFA-1-Alpha-Untereinhsit binden kann;

(c) Erméglichung der Bindung der LFA-1-Alpha-Untereinheit an den Antikérper der Affinitatsmatrix;

(d) Entfernung von jeder Verbindung, die nicht in der Lage ist, sich an den Antikérper zu binden, aus der Matrix und

(e} Gewinnung derLFA-1-Alpha-Untereinheitin einerim wesentlichen reinen Form durch Eluieren der LFA-1-Alpha-Untereinheit
aus der Matrix.

Die Erfindung sieht auch sine Methode vor zur Behar llung von Entziindungen, die aus einer Reaktion des spezifischen
Abwehrsystems {wie verzégerte Hypersensitivitit; AbstoBung von Gewebeverpflanzungen; AbstoBung von
Organtransplantaten, Autoimmunkrankheiten wie Lupus erythemotosus, Autoimmunthyrolditis, experimentelle allergische
Enzephalomyelitis (EAE), multiple Sklerose, einige Formen von Diabetis, Reynaud-Syndrom, rheumatoide Arthritis usw.) bei
einem Sdugetier resultieren, welche darin besteht, einem Subjekt, das eine solche Behandlung braucht, eine ausreichende
Menge eines entziindungshemmenden Mittels zu verabreichen, um die Entziindung zu unterdriicken; wobei das
entziindungshemmende Mittel aus der folgenden Gruppe ausgewihit wird: LFA-1-Alpha-Untereinheit und funktionelles Derivat
der LFA-1-Alpha-Untereinheit.

Die Erfindung schliet auBerdem die oben genannte Methode ein, die zusitzliche die Mitverabreichung eines Mittels vorsieht,
die aus der folgenden Gruppe ausgewéhit wird: LFA-1-Beta-Untereinheit und ein funktionelles Derivat der LFA-1-Beta-
Untereinheit.

Die Erfindung beziehtsich auch auf eine Methode zur Unterdriickung der Metastase einer har >topoistischen Tumorzelle, die ein
funktionelles Glied der LFA-1-Familie zum Wandern braucht, wobei die Methode darin besteht, einem Patienten, der eine solche
Behandlung braucht, eine ausreichende Menge eines entziindungshemmenden Mittels zu verabreichen, um die Metastase zu
unterdriicken, wobei das entziindungshemmende Mittel aus der folgenden Gruppe ausgewahit wird: LFA-1-Alpha-Untereinheit
und funktionelles Derivat der LFA-1-Alpha-Untereinheit.

Die Erfindung bezieht sich auf eine Methode zur Untsrdriickung des Wachstums einer die LFA-1-Alpha-Untereinheit
expressierenden Tumorzelle, welche darin besteht, einem Patienten, der eine solche Behandlung braucht, eine ausreichende
Menge eines Toxins zur Unterdriickung des Wachstums zu verabreichen, wobei das Toxin aus der Gruppe ausgewahit wird, die
aus einer toxin-abgeleiteten LFA-1-Alpha-Untereinheit und einem toxin-abgeleiteten funktionellen Derivat eines Gliedes des
LFA-1-Alpha-Untereinheit besteht.

Die Erfindung bezieht sich auch auf eine Methode zur Diagnostizierung des Vorhandenseins und der Lage einer Entziindung, die
aus der Reaktion des spezifischen Abwehrsyste.ns bei Sdugern resuitiert, bei denen eine Entziindung vermutet wird, welche
darin besteht:

{a) der Person eine Zusammensetzung zu verabreichen, welche eine nach.veisbar markierte LFA-1-Alpha-Unterzinheit enthilt,
die eine Zelle identifizieren kann, welche ICAM-1 oder einen anderen natiirlichen Liganden von LFA-1 expressiert, und

{b) die LFA-1-Alpha-Untereinheit festzustellen.

Die Erfindung bezieht sich auch s sine Methodo zur Diagnostizierung des Vorhandenseins und der Lage einer Entziindung, die
aus der Reaktion des spezifischen Abwehrsystems bei Saugern resultiert, bei denen eine Entziindung vermutet wird, welche
darin besteht:
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(a) eine Gewebeprobe der Personmit einer Zusammensetzung zu inkubieren, welche eine nachweisbar markierte LFA-1-Alpha-
Untereinheit enthélt, welche eine Zelle identifizieren kann, die ICAM-1 oder einen anderen natiirlichen Liganden von LFA-1
expressiert, und

{b) die LFA-1-Alpha-Untereinhaeit festzustellen.

Die Erfindung bezieht sich auch auf eine Methode zur Diagnostizierung des Vorhandenseins und der Lage einer Entziindung, die
aus der Reaktion des spezifischen Abwehrsystems bei Séugern resultiert, bei denen eine Entziindung vermutet wird, welche
darin besteht,

{a) eine Gewebeprobe der Person miteiner Zusammensetzung zu inkubieren, welche ein Nukleinsiuremolekiil enthéit, das sich
an ein Molekiil binden kann, welches aus der Gruppe ausgewahit wird, die besteht aus einer DNA-Folge der LFA-1-Alpha-
Untereinheit und einer mRNA-Folge eines Gens fiir die LFA-1-Alpha-Untereinheit, wobei die Bindung in der Lage ist, eine Zelle
zu identifizieren, welciia ICAM-1 oder einen anderen natiirlichen Liganden von LFA-1 expressiert, und

(b) das Nuklseinsiuremolekiil iestzustellen,

Die Erfindung bezieht sich auch auf eine Methode zur Diagnostizierung des Vorhandenseins und der Lage siner Entziindung, die
aus der Reaktion des spezifischen Abwehrsystems bei einem S#uger resultiert, bei dem eine Entziindung vermutet wird, welche
darin besteht:

(a) eine Gewebeprobe der Person mit einer Zusammensetzung zu inkubieren, welche eine nachweisbar markierte LFA-1-Alpha-
Untereinheit enthilit, die eine Zelle identifizieren kann, die ICAM-1 oder einen anderen natiirlichen Liganden ven LFA-1
expressieren kann, und

(b} die LFA-1-Alpha-Untereinheit festzuste!len.

Die Erfindung bezieht sich auch auf eine Methode zur Diagnostizierung des Vorhandenseins und der Lage einer Tumorzelle,
welche ICAM-1 oder einen anderen natiirlichen Liganden von LFA-1 expressiert, bei einer Psrson, bei der das Vorhandensein
einer solchen Zelle angenommen wird, welche darin besteht:

(a) der Person eine Zusammensetzung zu verabreichen, die einen nachweisbar markierten Bindungsliganden enthilt, der zu
einer Bindung an ICAM-1 oder den anderen natiirlichen Liganden von LFA-1 in der Lage ist, wobei die Liganden aus der folgenden
Gruppe ausgewihit werden: LFA-1-Alpha-Untereinheit und funktionelles Derivat der LFA-1-Alpha-Untereinheit, und

(b) den Bindungsliganden festzustellen.

Die Erfindung bezieht sich auch auf eine Methode zur Diagnostizierung des Vorhandenseins und der Lage einer Tumorzelle,
welche ICAM-1 oder einen anderen natiirlichen Liganden von LFA-1 expressiert, in einer Person, bei der das Vorhandensein einer
solchen Zelle angenommen wird, welche darin besteht:

{a) eine Gewebaprobe der Person bei Vorhandensein einer Zusammensetzung inkubieren, welche einen nachweisbar
markierten Bindungsliganden enthalt, der sich an ICAM-1 oder den anderen natiirlichen Liganden von LFA-1 binden kann, wobei
die Liganden aus der folgenden Gruppe ausgewahit werden: LFA-1-Alpha-Untereinheit und funktionelles Derivat der LFA-1-
Alpha-Untereinheit, und

(b) den Bindungsliganden festzustellen, der an das in der Gewebeprobe vorhandene ICAM-1 gebunden ist.

Ausfihrungsbelsplele

Abb.1: zeigt ein Profil der Umkehrphasen-Hochdruckfliissigkeitschromatografie-Trennung (Umkehrphasen-HPLC-Trennung)
der LFA-1-Alpha-Untereinheit-Triptinpeptide. Die Eluierung wurde anhand der optischen Dichte bei 280nm {unteres
Profil) und 214 nm (oberes Profil) iberwacht. Die durch einen Punkt gekennzeichneten Peptide wurden der Protein-
Mikrosequenzierung unterzogen. Die Linie quer zum Profil gibt den Prozentsatz an Azetonitril an.

Abb.2: zeigt die Restriktionskarte der LFA-1-Alpha-Untereinheit-CDNA-Klone. Restriktionsstellen sind Bal | {B1), Bam HI (B),
Bgt It (Bg), Cla | (C), Eco RI{R), Hinc i (H), Nru 1{N), Pst 1 {P), Sca | (Sc) und Sma | (S). Es werden Pfeile gezeigt, welche die
Sequenzierungsstrategie angeben.

Abb.3: zeigt das Nukleotid und die abgelsitete Aminoséurefolge der LFA-1-Alpha-Untereinheit. Die Folgen der Triptinpeptide
und des Transmembranbereichs sind mit einer starken bzw. einer schaffierten Linie unterstrichen. Die vermutlichen
Serinphosphorylationsstellen sind mit einem Kreis gekennzeichnet. Die Nukleotide im 3"-nichttranslaterierten Bereich,
die unterstrichen sind, entsprechen einer Alu 1-Folge.

Abb.4: zeigt eine Ausrichtung oder Aufreihung der inneren Wiederholungen der LFA-1-Alpha-Untereinhsit. Die Konsensus-
Flankierungssequenz wird {iber den aufgereihten Wiederholungen gezeigt, wihrend die konsunsus-divalente
Bindungsstelle und die oben beschriebenen Bindungsstellen uinten gezeigt werden. Ein Sternchen gibt an, daR mehr als
ein Sauerstoff an der Kationbindung beteiligt ist.

Abb.5: zeigt eine Aufreihung der menschlichen LFA-1-Alpha-Untereinheit mit anderen Gliede « der integrin-Supergen-Familie
und des N-Terminals der LFA-1-Alpha-Untereinheit von Méusen. Die LFA-1 und wenigstens einem Integrin
gemeinsamen Reste werden in einem K2stchen versehen. Der Abschnitt des Leukozyteninserts ist feststellbar. Die
Grenzen der homologen Wiederholungen, welche die zweiwertigen Kationbindungsstellen enthalten, werden durch
Dreiecke gekennzeichnet. Die Proteaseschneidestelle in den ECM-Rezeptor-Alpha-Untereinheiten wird durch Pfeile
gekennzeichnet. Der Transmembranbereich ist unterstrichen,

Abb.6: zeigt eine Aufreihung und einen Vergleich des L-Doménenbereichs der LFA-1-Alpha-Untereinheit mit den homologen
Doménen im von-Willebrand-Faktor (vWF), Faktor B und CMP.

Abb.7: zeigt eine schematische Darsteliung der evolutioniren Beziehungen von Domanen, die homolog zur L-Doméne sind.

l. Die Natur der Leukozytenadh#sionsproteine der LFA-1-Familie

Die drei Leukozytenadhésionsproteine Mac-1, p 150,95 und LFA-1 unterscheiden sich in der Funktion und in der Expression auf
Leukozytensubpopulationen. Mac-1 und p 150,95 werden auf Neutrophilen und Monozyten expressiert (Springer, T.A. u.a., in
«Biochemistry of Macrophages (Biochemie von Makrophagen)*” (CIBA Symposium 118); Pitman, London, S.102-126 {1986)).
Wihrend der Differentierung von Blutmonozyten in Gewebemakrophagen wird die Expression von p 150,95 stark erhéht und die
Mac-1-Expression verringert (Schwarting, R. u.a., Blood 65: 974-983 [1985]; Hogg, N. u.a., Eur.J.immunol. 16; 240248 [1986]).



-6- 297 839

p 150,95 wird auf varschiedenen Typen von aktivierten T-und B-Lymphozyten ebenfalls expressiert, nicht aber wird es auf diesen
Zellen in Blut exprassiert (Kaligaris-Cappio, F. u.a., Blood 686: 1035-1042 (1985]; Miller, L.J. u.a., J.Immunol. 137; 2891-2900
{1986); Keizer, G.D. u.a., J.Immunol. 138: 31303136 [1987]).

Mac-1 und p160,95 werden in ein intrazellulares, blischenartiges Abteil in den zirkulierenden Neutrophilen und Monozyten
expressiert, welches durch Entziindungsmediatoren an die Zelloberfliche mobilisiert werden (Todd, R.F. u.a., J.Clin.Invest. 74;
1280-1290[1984); Springer, T.A. u.a., In; Riochemistry of Macrophages (Biochemie von Makrophagen) (CIBA-Sympnsium 118),
Pitman, London, S.102 bis 126 (1986]; Lanier, L.L. u.a. Eur.J.Immunel.. 15: 713 bis 718 (1985]; Yancey, K.B. u.a., J.Immunol,135:
465-470 [1985)). Diese Mobilisierung steht in Korrelation mit siner erhéhten Haftféhigkeit (Anderson, D.C. u.a.,
Ann.Rev.Med. 38: 175-194 [1987]).

Monoklonale Antikérper zu Mac-1 oder p 160,95 unterbinden die Neutrophilaggregation und Haftung an Endothelzellen,
proteiniiberzogenen Fitichen, Bakterien, Protozoanparasiten und Pilzen (Harlan, J.M. u.a., Blood 66: 167-178 [1985]; Springer,
T.A. u.a,, in: Biochemistry of Macrophages {Biochemie von Makrophagen) (CIBA-Symposium 118), Pitman, London, S.102-126
(1986); Dana, N. u.a., J.Immunol. 137: 3259 [1986}; Bullock, W.S. u.a., J. Exper. Med. 165 195 bis 210 (1987]; Mosser, D.M. u.a.,
J.Immunol. 135: 2785 bis 2789 [1985)).

Mac-1 ist auch ein Rezeptor filr die Kornplementkomponente iC3b (Beller, D.1. u.a., J.Exper.Med. 156 1000-1009 [1982]). Es
wurde gezeigt, daB reinigungsmittellosliche Mac-1 und p 150,95 in der Lage sind, sich an iC3 b-Sepharose zu binden (Micklem,
K.H.u.a,, Biochem.J.231: 233-236 [1985)).

LFA-1 istan allen Leukozyten mit Ausnahme einer Untermenge von Makrophagen vorhanden, Monoklonale Antikérper-
Blockierungsuntsrsuchungen haben gezsigt, daB LFA-1 bei der T-lymphozytenvermittelten Abtdtung, T-Helfer-
Lymphozytenreaktionen, natiirlichen Abtétung und antikérperabhéngigen Abtétung wichtig ist (Springer, T.A. u. a.,
Ann.Rev.Immunol. 5: 223-252 [1987]). Die Adh#ision an der Zielzelle ist ein Schritt, der durch Antikérper gegen LFA-1 blockiert
wird. Aus funktionellen Studien |&Rt sich vermuten, daR LFA-1 mit verschiedenen Liganden in Wechselwirkung steht, von denen
einer ICAM-1 ist (Rothlein, R. u.a., J.Immunol. 137: 1270 bis 1274 [1986]).

Es wurde festgestellt, da einige zytotoxische T-Lymphozytklone ihnliche Mengen von p 150,95 und LFA-1 expressieren.
Monuoklonale Antikérper zu diesen LFA-1- und p 150,95-Alpha-Untersinheiten unterbinden das Abtéten durch diese CTL-Klone
im &hnlichen Umfang und sind in ihrer hemmenden Wirkung additiv (Keizer, G.D. u.a., J.Immuno. 138: 31303136 [1987]).
AuBerdem wurde gezeigt, daB8 Antikérper zu p 150,95-Alpha-Untereinheiten die Monozytenbindung an das Endothel
unterbinden (Keizer, G.D. u.a., Europ..J.Immunol.17: 1217-1322 [1987]).

il. Klonierung der LFA-1-Alpha-Untereinhsit

Eine Vielzahl von Methoden kann angewendet werden, um das LFA-1-Alpha-Unterheitsgen zu klonieren. Eine dieser Methoden
beinhaltet die Analyse einer Schaukelvektorbibliothek von cDNA-Inserts {abgeleitet von einer die LFA-1-Alpha-Untersinheit
expressierenden Zelle) nach dem Vorhandensain eines Inserts, welches das Gen der LFA-1-Alpha-Untereinheit enthilt. Eine
solche Analyse kann durch Transfizieren von Zellen mit dem Vektor und anschlieBendes Uberpriifen auf die Expression dey
LFA-1-Alpha-Untersinheit durchgefiihrt werden, Eine bevorzugte Methode zum Klonieran des Gens der LFA-1-Alpha-
Untereinheit beinhaltet die Bestimmung der Aminoséurefolge eines LFA-1 -Alpha-Untereinheitsmolekiils oder der Triptinpeptide
des Molekiils. Zu diesem Zwack werden LFA-1-Alpha-Untereinheitsmolekiile vorzugswaeise durch monoklonale Antikérper-
Affinitdtschromategrafie von de: . £rzaugerzellen gereinigt und durch préparative Natriumdodezylsulfat-Polyakrylamid-
Gelelekirophorese {,SDS-PAGE") und Elsktrosluierung isoliert {Miller, L.J. u.a., J.Immunol. 138: 2381-2382 [1987], ein Beitrag,
der hier als Verweis einbezogen wird). Die Alpha-Untersinheitsmolekiile werden mit Zyanogenbromid oder mit Proteasen wie
Papain, Chymotrypsin oder Trypsin fragmentiert (Oike, J. u.a., J.Biul, Chem.257; 9751-9758 (1982]; Liu, C. u.a.,

Int.J. Pept. Protein Res.21: 209-215 [1983}). Vorzugsweise wird die Alpha-Untereinheit proteolytisch mit Trypsin verdaut. Die
resultisrenden Peptide werden durch Umkehrphasen-HPLC getrennt und einer Aminosduresequenzierung unterzogen; dazu
wird das Protein vorzugsweise durch automatisierte Sequenatoren analysiert. Obwohl es méglich ist, die vollstindige
Aminoséurefolge der LFA-1-Alpha-Untereinheit zu bestimmen, wird vorzugsweise nur die Sequenz der Peptidfragmente des
Molekiils bestimmt. Eine bevorzugte Queslle fiir die LFA-1-Alpha-Untersinheit ist der Zellstamm SKW3.

Die Sequenz der Aminoséurereste in sinem Paptid wird hier entweder unter Verwendung der aligemein verwendeten
Dreibuchstaben-Bezeichnungen oder durch deren Einzelbuchstaben-Bezeichnung bezeichnet. Eine Aufstellung dieser
Dreibuchstaben-und Einbuchstabenbezeichnungen wirdin den Lehrb’ichern, wie Biochemistry (Biochemis), Lehninger, A., Orth
Publishers, New York, NY (1970), gegeben. Wird eine solche Sequenz senkracht aufgefiihrt, soll sich der Aminoterminalrest am
Kopf der Aufstellung befinden, wihrend der Karboxyterminalrest des Peptids unten in der Aufstellung angeordnet werden soll.
Ebenso soll bei der waagerechten Aufstellung der Aminoterminus auf der linken Seite sein, wihrend sich der Karboxyterminus
am rechten Ende befinden soll.

Die Reste von Aminosuren in einem Feptid kénnen durch Bindestriche getrennt werden. Diese Gedanken- oder Bindestriche
sollen nur die Darstellung der Folge erleichtern. Als rein illustratives Beispiel wird die folgende Aminoséurefolge gegeben:

~Gly-Ala-Ser-Phe—

sie gibt an, daB ein Ala-Rest an die Karboxygruppe von Gly gebunden ist und da8 ein Ser-Rest mit der Karboxygruppe des
Ala-Restes und mit der Aminogruppe eines Phe-Restes verbunden ist. Die Bezeichnung gibt weiter an, da8 die Aminoséurefolge
das Tetrapeptid Gly-ALa-Ser~Phe enthilt. Die Bezeichnung beabsichtigt nicht, die Aminosiurefolge auf dieses eine Tetra peptid
2u begrenzen, sondern soll einschlieBen (1) das Teirapeptid mit einer oder mehreren Aminosguren, die entweder an dessen
Amino- oder Karboxyende gebunden sind, (2) das Tetrapeptid mit einem oder mehreren Aminoséureresten, die sowohl an
dessen Amino- als auch an dessen Karboxyende gebunden sind, (3) das Tetrapeptid ohne zusitzliche Aminosaurereste.
Sobald ein oder mehrere gesignete Peptidfragmente sequentiert wurden, werden die DNA-Folgen untersucht, die sie codieren
kdnnen. Da der genetische Code degeneriert ist, kdrnen mehr als ein Kodon zur Codierung einer bestimmten Aminoséiure
verwendet werden. {(Watson, J.D., in; Molecular Biology of the Gene [Molekularbiologie des Gens), 3. Aufi., W. A, Penjamin, inc.,
Menlo Park, CA [1877], S.356-357). Die Peptidfragmente werden analysiert, um Folgen von Aminoséuren zu identifizieren, die
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durch Oligonukleotide mit dem niedrigsten Grad an Degeneration codiert sind. Das geschieht vorzugswelse durch Identifizierung
von Folgen, die Aminos#uren enthalten, die nur durch einen einzigen Kodon codiert werden.

Obwohl gelegentlich aine Aminos#urefolge durch nur ein einziges Oligonukleotid codiert werden kann, kann die
Aminosdurefolge hiufig durch jeden einer Reihe &hnlicher Oligonukleotide codiert werden. Wichtig ist, dafd zwar alle Glieder
dieser Reihe Oligonukleotide enthalten, die das Peptidfragment codieren kénnen und damit potentiell dieselbe
Oligonukleotidsequenz wie das Gen enthalten, welches das Peptidfragment codieren kann, aber nur ein Glied des Satzes die
Nukleotidfolge enthilt, die mit der Nukleotidfolge des Gens identisch ist. Da dieses Glied in der Reihe oder dem Satz vorhanden
ist und selbst bei Vorhandensein anderer Glieder der Reihe an die DNA hybridisieren kann, ist es nidglich, den unfraktionierten
Satz von Oligonukleotiden auf dieselbe Art und Weis3 wie ein einzelnes Oligonukleotid zum Kloniaren des Gens einzusetzen,
welches das Peptid codiert.

Ein geeignetes Oligonukleotid oder einn Reihe von Oligonukleotiden, die in der Lage sind, ein Fragmant des Gens der LFA-1-
Alpha-Untereinheit zu codieren (oder komplementér zu diesem Oligonukleotiden oder Reihe von Oligonukleotiden ist), wird
identifiziert {unter Anwendung des oben beschriebenen Verfahrens), synthetisiert und hybridisiert durch allgemein bekannte
Methoden, anhand einer DNA oder vorzugsweise eines cDNA-Priparats, die von menschlichen Zellen abgeleitet wurden, die das
LFA-1-Alpha-Untereinheits-Gen expressieren konnen. Methoden der Nukleinsiurehybridisierung werden beschrieben von
Maniatis, T. u.a. (In: Molecular Cloning, A Laboratory Manual [Molekulares Klonieren. Ein Laborhandbuch], Cold Spring Harbor
Laboratories, Cold Spring Harbor, NY [1982]) und von Haymes, B.D. u. a., {In: Nucleic Acid Hybridisation, A Practical Approach
[Nukleinsé: ehybridisation, eine praktische Methode}, IRL Press, Washington, DC [1985]), wobei diese Literaturangaben hiar als
Verwels eii 16zogen werden. Die Quelle fiir die verwendete DNA oder cDNA ist vorzugsweise auf LFA-1-Alpha-
Untereinheitssequenzen angereichert worden. Diese Anreicherung ist am leichtesten méglich bei cDNA, die durch Extraktion
von RNA aus Zellen gewonnen wiirde, welche hohe Werte der LFA-1-Alpha-Untereinheit produzieren.

Methoden, wie die oben beschrietienen oder dhnliche, haben erfolgreich das Klonieren von Genen fiir menschliche
Aldehyddehydrogenasen {Hsu, L.C. u.a., Proc. Natl.Acad. Sci. USA 82: 3771-3775 [1985)), Fibronektin {Suzuki, S. u.a.,
Eur.Mol.Biol. Organ. J.4: 2519-2524 [1985)), des menschlichen Estrogen-Rezeptorgens (Walter, P. u.a.,

Proc. Natl.Acad. Sci. USA 82: 7889-7893 (1985)), des gewebeartigen Plasr.inogenaktivators (Pennica, D. u.a., Nature 301: 214
bis 221 {1983]}, und menschlicher alkalischer Phosphatase-Plazental-Komplementér-DNA (Kam, W. u.a.,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 8715-8719 [1985)) erméglicht.

Unter Verwendung des genetischen Codes (Watson, J.D., in Molecular Biology of the Gene [Molekularbiologie des Gens),
3.Aufl.,, W. A, Benjamin, Inc., Menlo Park, CA [1977]) k6nnen ein oder mehrere Oligonukleotide identifiziert werden, die jeweils in
der Lage wiren, die Tryptinpeptide der LFA-1-Alpha-Untereinheit zu verschlilss=in. Die Wahrscheintichkeit, daB ein bestimmtes
Oligonukleotid faktisch die tatsichliche Codierungssequenz der tatséchlichen LFA-1-Alpha-Untereinheit darstellt, kann bestimmt
werden durch Betrachtung von abnormalen Basenpaarungsbeziehungen und der Hiufigkeit, mit der ein bestimmter Kodon
tatséichlich genutzt wird (um eine bestimmte Aminosaure zu codieren) in eukaryotischen Zellen. Solche ,Kodonnutzungsregeln”
werden von Lathe, R. u.a., J.Molec. Biol, 183: 1-12 (1985) beschrieben. Unter Anwendung der ,Kodonnutzungsregeln* von
Lathe werden ein einzelnes Oligonukleotid oder eine Reihe von Oligonukleotiden, die eine theoretische ,wahrscheinlichste”
Nukleotidfolge enthalten, welche die Tryptinpeptidsequenzen der LFA-1-Alpha-Untereinheit zu codieren in der Lage ist,
identifiziert. Das Oligonukleotid oder die Reihe von Oligonukleotiden, welche die theoretisch ,wahrscheinlichste” Folge
enthalten, die die Fragmente der L=A-1-Alpha-Untereinheit codieren kénnen, wird zur Identifizierung der Sequenz eines
komplementéren Oligonukleotids oder Reihe von Oligonukleotiden verwendet, die in der Lage sind, an die ,wahrscheinlichste”
Sequenz oder Reihe von Sequenzen zu hybridisieren. Ein Oligonukleotid, das eine solche komplementire Sequenz enthilt, kann
als Sonde eingesetzt werden, um das Gen der LFA-1-Alpha-Untereinheit zu identifizieren und zu isolieren (Maniatis, T. u.a.,
Molecular Cloning. A Laboratory Manual [Molekulares Klonieren, Ein Laborhandbuch], Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY [1982)).

Zusammenfassend kann also gesagt werden, daB die tatsichliche Identifizierung der Peptidsequenzen der LFA-1-Alpha-
Untereinheit die Identifizierung einer theoretischen, .wahrscheinlichsten” DNA-Folge oder einer Reihe solchen Folgen
ermdglicht, die in der Lage sind, ein solches Peptid zu codieren. Durch Konstruktion eines Oligonukleotids, das komplementir zu
dieser theoretischen Folge ist {(oder durch Konstruktion einer Reihe von Oligonukleotiden, die komplementér zur Reihe der
~wahrscheinlichsten” Oligonukleotide ist), erh#lt man ein DNA-Molekiil (oder eine Reihe von DNA-Molekilen), die als Sonde
dienen kdnnen, um das Gen der LFA-1-Alpha-Untereinheit zu identifizisren und zu isolieren.

Es wurdsn einzalstréngige Oligonukleotidmolekiile, die komplementér zu den ,wahrscheinlichsten”
Tryptinpeptidcodierungsfolgen der LFA-1-Alpha-Untereinheit sind, unter Anwendung von Verfahren synthaetisiert, die
Fachleuten allgemein bekannt sind (Belagaja, R. u.a., J.Bie!.Chem.254: 5765 bis 5780 [1979]; Maniatis, T. u.a., in Molecular
Mechanisms in the Contro! of Gene Expression [Molekularmechanismen bei der Steusrung der Genexpression), Nierlich, D.P,
u.a., Hsg., Acad. Press, NY [1976); Wu, R. u.a., Proc. Nucl, Acld Res.Molac. Biol.21: 101-141 {1978]; Khorana, R.G., Sclence 203:
614-625 (1979]). AuBerdem kann die DNA-Synthese durch Anwendung von automatisierten Synthetisationsgeriten
durchgefiihrt werden.

Es ist moglich, das Gen der LFA-1-Alpha-Untereinheit aus eukaryotischen DNA-Priéiparaten zu klonieren, in denen dieses Gen
vermutet wird. Um das Gen zu identifizieren und klonieren, welches das Protein der LFA-1-Alpha-Untereinheit codiert, wird eine
DNA-Bibliothek oder vorzugsweise eine cDNA-Bibliothek auf ihre Fihigkeit screeniert, mit den oben beschriebenen
Oligonukleotidsonden zu hybridisieren. Geeignete DHA-Prépa;ate (beispielsweise manschliche genomische DNA) wird
enzymatisch geschnitten oder zuféllig geschert und in rekombinante Vektoren ligiert. Die Fi. ‘akeit dieser rekombinanten
Vektoren, an die oben beschriebenen Oligonukleotidsonden zu hybridisieren, wird dann gemessen. Verfahren fiir die
Hybridisierung werden beispielsweise von Maniatis, T.Molecular Cloning. A Laboratory Manual (Molekulares Klonieren. Ein
Laborhandbuch), Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY {1982), oder bon Haymes, B.T. u.a., Nucleic Acid
Hybridization. A Practical Approach (Nukleinséurehybridisation. Eine praktische Methode), IRL Press, Oxford, England {1985),
beschrieben. Die als fiir diese Hybridisierung fihig ermittelten Vektoren werden dann analysiert, um den Umfang und die Natur
der in ihnen enthaltenen LFA-1-Alpha-Untereinhaitssequenzen zu bestimmen. Ausgehend von rein statistischen Erwégungen,
konnte vin Gen, wie das, welches das Molekiil der LFA-1-Alpha-Untereinheit codiert, eindeutig identifiziert werden {iiber
Hybridisations-Screening), wenn eine Oligonukleotidsonde mit nur 18 Nukleotiden eingesetzt wird.
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Das kionierte Gen von LFA-1-Alpha-Untersinheit, das nach der oben beschriebenen Methode gewonnen wurde, kann opasrabel
an einen Expressionsvektor gebunden werden und in prokaryotische oder eukaryotische Zellen eingefiihrt werden, um das
Protein der LFA-1-Alpha-Untereinheit zu erzeugen. Techniken fiir diese Manipulationen werden von Maniatis, T. u.a., siehe oben,
beschrieben und sind allgemein bekannt.

. Die Expression der LFA-1-Alpha-Untereinheit

Vorliegende Erfindung leitst sich teilweise aus der Entdeckung der cDNA-Folge ab, welche die Alpha-Untereinheit des LFA-1-
Molekiils codiert. Durch operables Binden dieser Sequenz {oder vines Fragments disser Saquenz) an einen funktionellen
Promotor), istes méglich, die Expression der Alpha-Untereinheit von LFA-1 {oder eines funktionellen Derivats)in einer Zelle oder
eineam Organismus zu lenken,

Man sagt, daB ein Nukleinsduremolekill, wia dis DNA, ein Polypeptid ,.zu expressieren in der Lage ist", wenn es Nukleotidfolgen
enthdlt, die Transkriptions- und Translaterialsreguiatiol.sinformationen enthalten, und diese an Nukleotidfolgen, welche das
Polypeptid codieren , operabel gebunden” sind. Eine operable Bindung ist eine Bindung, bei der die regulatorischen DNA-Folgen
und die DNA-Folge, die expressiert werden soll, so verbunden sind, daR eine Expression des Gens méglich ist. Der prézise
Charakter der regulatorischen Bereiche, die fiir die Genexpression erforderlich sind, kann von Organismus zu Organismus
unterschiedlich sein, muR aber im allgemeinen einen Promotorbersich einschlieRen, der, bei Prokan oten, sowoh! den Promotor
{der die Initiierung der RNA-Transkription lenkt) als auch die DNA-Folgen enthiilt, die bei der Transkription in die RNA die
Initilerung der Proteinsynthese signalisieren. Regulatorische Bereiche in eukaryotischen Zellen schlieBen im aligemeinen einen
Promotorbereich ein, der zur Lenkung der Initiierung der RNA-Synthese ausreichend ist.

Man sagt, dal zwei DNA-Folgen (wie der Pramotorbereich mit seiner Folge und sine die LFA-1-Alpha-Untereinheit codierende
Folge) operabel verbunden sind, wenn die Art der Bindung zwischen den beiden DNA-Folgen nicht (1) zur Einfiihrung einer
Phasenverschiebungsmutation fiihrt, (2) die Fihigkeit dei Promotorbereichsequenz beeintréichtigt, die Transkription der die
LFA-1-Alpha-Untereinheit codierenden Sequenz zu lesiken, oder (3) die Féhigkeit der die LFA-1-Alpha-Untersinheit codierenden
Sequenz besintrachtigt, durch die Sequenz des Promotorbereiches transkribiert zu werden. Folglich wére ein Promotorbereich
operabel miteiner DNA-Folge verbunden, wenn der Promotor in der Lage wiire, die Transkription dieser DNA-Folge zu bewirken.
Vorliegende Erfindung schlieBt die Expression der LFA-1-Alpi.a-Untereinheit (oder deren funktionellen Derivats) in
prokaryotischen oder sukaryotischen Zellen ein. Um die LFA-1-Alpha-Untereinheit {oder deren funktionelles Derivat) in einer
prokaryotischen Zelle {wie beispielsweise E.coli, B. subtilis, Pseudomonas, Streptomyces usw.) zu exprassieren, ist es
notwendig, die Codierungssequenz der LFA-1-Alpha-Untereinheit operabel an einen funktionellen prokaryotischen Promotor zu
binden. Diese Promotoren kénnen entweder konstitutiv oder vorzugswaeise regulierbar (d. h., induzierbar oder derepressibel)
sein, Zu den Beispielen fiir konstitutive Promotoren gehéren der int-Promotor des Bakteriophags A, der bla-Promotor des
f-Laktamase-Gens von pBR322 und der CAT-Promotor des Chloramphenikolazetyltransferase-Gens von pPR325 usw. Zu den
Beispielen fir induzierbare prokaryotische Promotoren gehdren die rechten und linken Hauptpromotoren von Bakteriophag A
(P und Pg), die trp-, recA-, lacZ-, laci- und gal-Promotoren von E.coli, die a-Amylase (Ulmanen, I. u. 2. J.Bacteriol. 162; 176-182
(1985)) und die 6~28-spezifischen Promotoren von B.subtills (Gilman, M.Z. u. a., Gene 32: 11--20 (1984)), die Promotoren der
Bakteriophagen von Baclllus (Gryczan, T.J., in: The Molecular Biology of the Bacilii [Die Molekularbiologie der Bazillen|,
AcademicPress, Inc., NY [1982}) und Streptomyces-Promotoren (Ward, J. M. u.a., Mol. Gen Genet. 203: 468-478. Eine Ubersicht
iiber prokaryotische Promotoren geben Glick, B.R. (J.Ind. Microblol. 1: 277-282 [1987)); Cenatiempo, Y. (Biochimie 68: 505-516
(1986]) und Gottesman, S. (Ann.Rev. Genet. 18: 415-442 [1984]).

Die richtige Expression in einer prokaryoiischen Zelle verlangt das Vorhandensein einer Ribosombindungsstelle fluBaufwirts
der Gencodierungssequenz. Derartige Ribosombindungsstellen werden beispielsweise von Gold, L. u.a.,
Ann.Rev.Microbiol.35: 365-404 (1981), aufgezeigt.

Wird die Expression in einer eukaryotischen Zolle, 2. B, Hefe, gewinscht, ebenso in Pilzen, Zellen von Séugetieren oder
Pflanzenzellen, dann muB ein Promotor eingesetzt werden, der in der Lage ist, die Transkription in einem soichen eukaryotischen
Wirt 2u lenken. Zu den bevorzugten sukaryotischen Promotoren gehéren das Méuse-Metaalthionein-l-Gen (Hamer, D. u.a.,
J.Mol.Appl.Gen. 1: 273288 [1982]); das TK-Promotor des Herpex-Virus {McKnight, S., Cell 31; 355365 (1982]); SV40-
Varpromotor (Benoist, C. u.a., Nature [London] 290: 304-310 {1981); der tHefe-gal4-Gen-Promotor (Johnston, S.A. u.a.,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 6971-6975 [1982]; Silver, P.A. u.a., Proc. Natl. Acad. Scl. USA 81: 5951-5955 {1984)).

Wie allgemein bekannt ist, wird die Translation von sukaryotischer mRNA an dem Kodon initiiert, der das erste Methionin
codiert. Aus diesem Grund ist es vorteithaft sicherzustellen, daB dis Bindung zwischen einem eukaryotischen Promotor und
ainer DNA-Folge, welche die LFA-1-Alpha-Untereinheit (oder deren funktionelles Derivat) codiert, keine intervenierenden
Kodone enthiilt, die ein Mathionin (d.h. AUG) codieren kénnen. Das Vorhandensein solcher Kodone fiihrt entweder zu einer
Bildung eines Fusionsproteins {wenn sich der AUG-Kodon in derselben Lesephase wie die LFA-1-codierende DNA-Folge
befindet) oder zu einer Phasenverschiebungsmutation (wenn sich der AUG-Kodon nicht in derselben Lesephase wie die LFA-1-
codierende Folge befindet).

Die DNA-Falge, welche das LFA-1-Pratein (oder dessen funktionelles Derivat) codiort, wenn es operabel an einen funktionelien
Promotor gebunden ist, wird vorzugswelse durch eine Vielzahl geeigneter Mittel, wie Transformation, Transfektion, Konjugation,
Protoplastfusion, Elektroporierung usw., in eine Rezipientenzelle eingefiihrt.

Die die LFA-1-Alpha-Untereinheit codierende Sequenz und ein operabel gebundenes Promotor kénnen in eine Rezipientenzelle
eingefiihrt werden als nichtraplizierendes DNA- {oder RNA-JMolekiil, das entweder ein lineares Molekiil oder, vorteilhafter, sin
geschlossenes, kovalentes, rundes Molekiil sein kann. Da solche Molekiile zur autonomen Replikation nichtin der Lage sind,
kann die Expression des LFA-1 -Alpha-Untereinheit-Polypeptids durch die transiente Expression des eingefiihrten Sequenz
erfolgen. Als Alternative dazu kann eine permanente Expression durch die Integration des eingefiihrten Sequenz in das
Wirtschromosom erfolgen.

Vorzugsweise wird die eingefithrte Sequenz in ein Plasmis oder in sinen Viralvektor eingefiihrt, die 2ur autonomen Replikation
im aufnehmenden Wirt in der Lage sind. Zu diesem Zweck kann sine ganze Vielfalt von Vekturen verwendet werden. Zu den
Faktoren, die bei der Auswahl eines bastimmten Plasmids oder Viralvektors von Bedeutung sind, gehéren die Leichtigkeit, mit
der die den Vektor enthaltenden Rezipientenzellen erkannt und aus den Rezipientenzellen ausgewéhlt werden kénnen, die den
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Vektor nicht enthalten; die Anzahl der Kopien des Vektors, die in einem bestimmten Wirt gewiinscht werden, und die Frage, ob
es wiinschenswaert ist, wenn der Vektor zwischen Wirtszellen unterschiedlicher €, ezias , schaukeln® kann. Zu den bevorzugten
prokaryotischen Vektoren gehdren Plasmide, wie die zur Replikation in E. coli geeigneten (wie beispielsweise pBR322, ColE 1,
pSC101, pACYC 184, nVX), Solche Plasmide werden beispielsweise beschrieben von Maniatis, T. u.a., in: Molecular Cloning. A
Laborytory Manual (Molekulares Kionieren. Ein Laborhandbuch), Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (1482).
Baclllus-Plasmide schlieBen pC 194, pC 221, pT 127 usw. ein. Solche Plasmide werden von Gryczan, T. beschrieben (in: The
Molecular Bivlogy of the Bacilli Die Molekularbiologie der Bazillen), Academic Press, NY (1982), S.307-329. Zu den geeigneten
Straptomyces-Plasmiden gehdren plJ 101 (Kendali, K. J. u.a., J. Bacteriol. 169: 4177-4183 [1987]) und Streptomyces-
Bakteriophage wie 6C31 (Chater, K.F. u.a., in: Sixth Internation Symposium on Actinomyceteles Biology (6. Internationales
Symposium zur Aktinomyzetelbiologie], Akademiai Kaido, Budapest, Ungarr: [1986], S.45-54). Eine Ubersicht iiber
Pseudomonas-PLasmide gibt John, J.F. u. a. (Rev.Infact. Dis. 8: 693~704 {1986]), ebenso wie lzaki, K. (Jpn.J.Bacterlol. 33:
729-742 (1978)),

Zu den bevorzugten eukaryotischen Plasmiden gehéren BPV, Vakzinia, SV40, 2-Mikronkreis usw. oder deren Derivate. Diese
Plasmide sind in Fachkreisen allgemein bekannt (Botstein, E. u.a., Mlaml Wntr. Symp. 19: 266-274 [1982); Broach, J.R., in: The
Molecular Blology of the YeastSaccharomyces: Life Cycle and Inheritance [Molekularbiologie von Hefe-Saccharomyces:
Lebenszyklus und Vererbungl, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, S.445-470 (1981}); Broach, J.R., Cell 28:
203-204 [1982]; Bollon, D.P. u.a., J.Clin. Hematol, Oncol. 10: 39-48 {1980]; Maniatis, T. in: Cell Biolagy: A Comprehensive
Treatise, Vol.3, Gene Expression [Zellbiologie: Eine umfassende Abhandlung. Bd.3. Genexpression), Academic Prass, NY,
$.563-508 (1980]),

V. Anwendung der LFA-1-Alpha-Untereinheit oder deren Fragmente

Vorliegende Erfindung vermittelt die Nukieinsiure- und Proteinfolgen der Alpha-Untereinheit des LFA-1 -Rezeptormolekiils
Diese Entdeckung erméglicht die Anwendung der Rekombinant-DNA-Technik zur Herstellung des LFA-1-Alpha-
Untereinhsitsmolekiils. Wie unten noch ausgefithrt wird, bezieht sich ein Ausfiihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung auf
die Anwendung der Alpha-Untereinheit des LFA-1-Moleklls als solches, als entziindungshemmendem Mittel. Bei einem
bevorzugten Ausfiihrungsbeispiel wird die Alpha-Untereinheit des LFA-1-Molekiils in Verbindung mit dessen Beta-Untereinheit
verwendet. Eine solche Verbindung oder Kombination kann durch eine Vielzahl von Methoden herbeigefiihrt werden.
Beispielsweise kann die Beta-Untereinheit von LFA-1-Molekiil getrennt von der LFA-1-Alpha-Untereinheit produziert und die
beiden Molekiile dann zusammengemischt werden. Gilnstiger ist es jedoch, die Alpha- und die Beta-Untereinheit von LFA-1 in
derselben Wirtszelle zu produzieren, um deren Selbstmontage zu einem LFA-1-Heterodimerrezeptormolekiil zu erleichtern. Die
Beta-Untereinheit von LFA-1 (die fiir LFA-1 und Mac-1 gemeinsam ist) kann entweder durch chemische Synthese oder durch
Rekombinante-DNA-Techniken produziert werden (Kishimoto, T.K., u.a., Cell 48: 681-690 [1987]). Die Klonierung der Beta-
Untereinheitvon LFA-1 wird auBerdem in der hiermit im Zusammenhang stehenden US-PA, Reihen-Nr.019440, vom 26.Februar
1987 offengslegt, die hier sls Referenz einbezogen wird.

Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf die Entdeckung der Nukleinsure- und Protsinsequenz der Alpha-
Untereinheit des LFA-1-Rezeptormolekills. Diese Entdeckung ermdglicht die Anwendung der Rekombinant-DNA-Technik zur
Herstellung von funktionellen Derivaten der LFA-1-Alpha-Untereinheit, die als Antagonisten zur Zelladhésion wirken kdnen.
Unter ,Antagonist zur Zelladhision” versteht man hier jedes Molekiil, das in der Lage ist, den ProzeR der Zell-Zell- oder Zell-
Substrat-Adhésion zu unterbinden. Ob eine bstimmte Verbindung ein Antagonist ist, kann man durch eine Uberpriifung der
Leukozytenaggregation an Endothelzellen bestimmen. Geeignete Uberprﬁfungsmethoden werden beispielsweise von Rothlien,
R.u.a.,J.Exper.Med. 183: 1132 bis 1149 (1986), beschrieben, wobei diess Quelle hier als Refarenz einbezogen wird. Antagonisten
der Leukozytenaggregation kdnnen als entziindungshemmende Mittel singesetzt werden,

Untar einem , funktionellen Derivat” der Alpha-Untereinheit von LFA-1 versteht man hier eine Verbindung, welche eine
biologische Aktivitét (funktionell oder strukturell) besitzt, die im wesentlichen der biologischen Aktivitdt der Alpha-Untereinheit
von LFA-1 &hnlicn ist. Zu den Beispielen fiir die biologische Aktivitét gehdren die Fahigkeit zur Bindung an ICAM-1, einen anderen
natirlichen Liganden des LFA-1-Molekiils oder die Beta-Untereinheit der LFA-Familie der Glykoproteine. Eine solche Bindung
wiirde adh#sionsverwandte Ereignisse unterbinden, wie die Lymphozytenbiridung an Endothelzellen, antigenprésentierenden
Zellen oder Zielzellen. Man sagt, daB ein Molekiil einem anderen Molekiil ,im wesantlichen dhnlich” ist, wenn beide Molekiile im
wesentlichen dhnliche Strukturen haben oder wenn beide Molekiile eine #hnliche biologische Aktivitét besitzen. Die
»funktionellen Derivate” der Alpha-Untereinheit von LFA-1 schlieRsn sowohl ~Fragmente” als auch ,Varianten” der LFA-1-
Alpha-Untereinheit ein. Unter dem Begriff ,,Fragment der Alpha-Untereinheit von LFA-1* versteht man jede
Polypeptiduntermenge dieses Molekiils. Unter dem Begriff ,Variante der Alpha-Untereinheit von LFA-1“ versteht man ein
Molekiil, das in der Struktur entweder dem ganzen Molekiil oder einem Fragment davon im wesentlichen ahnlich ist,
vorausgesetzt, daB die , Variante” wenigstens eine biologische Aktivitat hat, die einer Aktivitit der Alpha-Untereinhsit von LFA-1
entweder lhnlich ist oder eine Aktivitét von LFA-1 unterbindet, Vorausgesstzt also, daB ein Molekiil wenigstens eine biologische
Aktivitét besitzt, die entweder siner Aktivitit von LFA-1 &hnlich ist oder eine snlche Aktivitét unterbindst, wird es als eine
~Variante” der Alpha-Untereinheit von LFA-i betrachtet, wie dieser Begriff hier verwendet wird, selbst vwenn eines der Molekiile
eine oder mehrere Aminoséuren enthélt, die in der anderen nicht vorhanden sind, oder wenn die Seqguenzen der
Aminoséurereste in den beidan Molekiilen nichtidentisch sind. So wiirde beispielsweise sine Verbindung, der eine oder mehrere
Aminos#urereste, dis in der Alpha-Untereinheit von LFA-1 gefunden werden (oder nicht gefunden werden) fehlen {oder die diese
enthilt), als eine Variante der Alpha-Untereinheit von LFA-1 betrachtet, wenn diese Verbindung eine biologische Aktivitit
besaRe, die einer biologischen Aktivitat der Alpha-Untereinheit von LFA-1 &hnlich wére (oder diese unterbénde). Der Begriif
~biologische Aktivitat” soll ,katalytische” wie ,strukturelle Aktivitéit usw. einschlieBen (d.h., die Fahigkeit, sich an gin anderes
Molekiil, wie ICAM-1, einen anderen natiirlichen Liganden des LFA-1-Molekiils, die Beta-Untereinheit von LFA-1 oder einen
Anti-Alpha-Untereinheit-LFA-1-Antikdrper zu binden).

Vorliegende Erfindung betrifft eine Methode zur Herstellung von funktionallen Derivaten der Alpha-Untereinheit des LFA-1-
Molekills. Um solche Derivate zu erhalten, braucht man nur eine DNA-, RNA- o.der (vorzugsweise) die cDNA-Folge zu
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muts nisieran, welche die LFA-1-Alpha-Untereinheit codiert. Die Mutagenese kann entweder zuféllig cder stellenspezifisch
sein, auflerdem kann die Mutagenese entweder spontan oder unter Verwendung von chemischen, radioaktiven oder

rekembir inten Techniken induziert sein.

DarRahmen der Erfindung soll 1uBerdem funktionelle Derivate einschliaBen, denen bestimmte Am*noséurereste fehlen oder die
gednderte Aminosdurereste g.ithalien, solange dicse Derivate die Fahigkeit aufweisen, die Zellularac.hésion zu verstdrken oder
zu unterbindesn.

Chemische Mutagene schlieBen ein Basenanaloge (wie beispielswaise 5-Bromourazil oder 2-Aminopurin); Deaminierungsmittel
(wie buispielsweise saipetrige Sdure, Hydroylamin usw.); alkylierende Mittel (wie beispielsweise Methylmethansulfonat,
Nitrosoguanidin usw.) oder interkolierende Mittel {(wie beispielsweise Akridincrange, Ethidiumbromid, Psoralen usw.). Die
strahlyngsinduzierte Mutation kann bewirkt werden durch solche Mittel wie Ultraviolettlicht, Gammastrahlen, Rontgenstrahlen
usw. Methoden zur Mutagenisierung von Nukleinsuremolekiilen werden gegeban von Miller, J. H. {in: Experiments in
Molecular Biology [Experimente in der Molekularbiologie], Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY [1972]) und
Silhavy, T.J. u.a. {in: Experiments with Gene Fusions [Experimente mit Genfusioinen], Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, NY [1984]).

Die <tellenspezifische Mutagenese kann angewendet werden, um spezifische Mutationen an gewtiinschten Stellen der
Nukleinsdure, welche die LFA-1-Alpha-Untereinhuit codiert, zu produzieren. Kurz gesagt, solche Verfahren schlieflen im
allgemeinen die Synthese eines synthetischen Olijonukleotiden mit einer gewiinschten und definierten DNA-Folge ein,
Methoden zur Synthetisierung solcher Oligonukleutide werden von ltakura, K. u.a. (Ann,Rev, Biocham, 53; 323-356 (1984])
beschrieben. Ein Nukleinséuremolekiil, welches das LFA-1-Alpha-Untereinheit-Protein oder dessen funktionelles Derivat
codiert, wird im allgemeinen auf einen doppelstréngigen Vektor wie M13, @X 174 usw. subkloniert, dessen einzelne Stringe
voneinander getrennt sein kdnnen. Dann wird ein einzelner Strang des Vektors bei Vorhandensein des synthetischen
Oligonukleotids inkubiert. Da die DNA des Oligonukleotiden steuerbar definiert ist, ist es méglich, ein Oligonukleotid zu
konstruieren, welches zur Basenpaarung mit einem beliebigan Bereich der die LFA-1-Alpha-Untureinheit codierenden
Nukleinsdure in der Lage ist. Sobald zwischen dem Oligonukleotiden und dem sinzelstréngigen Plasmid die Basenpaarung
arfolgt ist, kann man das Oligonukleotid unter Verwendung von DNA-Polymerase srweitern, um ein doppelstrangiges DNA-
Molekiil zu schaffen, das dann durch DNA-Ligase verschlossen werden kann. Wenn dieses doppelstrangige DNA-Molekiil in eine
Zelle singefiihrt wird, ergibt eine semikonservative DNA-Replikation die Produktion von Nachkommenmolekiilen, bei denen dis
DNA-Folge des Oligonukleotidfragments in die Codierungsfolgen fir die LFA-1-Alpha-Untereinheit einbezogen wurde.

Als Alternative dazu kann die LFA-1-Alpha-Untereinheit der vorliegenden Erfindung oder deren funktionelles Derivat hergestellt
werden durch chemische synthetische Methoden unter Anwendung der allgemein bekannten Merriefield- oder anderer
Techniken der Peptidsynthese. Als Alternative konnen solche Molekiile auch durch chemische Synthese von
Nukleinséuremolekiilen {unter Anwendung beispielsweise der Phosphodiestersynthesemethoden) hergestellt werden, welche
nach der Expression zu ihrer Produktion fihren.

Wenn man so beispielsweise eine Punktmutation und eine exogene DNA-Folge in eine bstimmte Stelle der LFA-1-
Codierungsfolge einfiihren oder eine Deletion von Nukleotiden, die normalerwsise in einer solchen Folge vorhanden sind,
vornehmen will, wiirde man ain Oligonukleotidfragment konstruieren, welches die Mutation oder Folge enthélt (oder nicht
enthilt), und dann das oben beschriebene Verfahren anwenden. Um eine solche Mutation oder exogene DNA-Folge in einen
bestimmten Bereich der die LFA-1-Alpha-Untereinheit codierenden Nukleinséure einzufiihren, miissen die Mutation oder die
exogene L NA-Folge mit flankierenden DNA-Folgen umgeben werden, die komplementér zur DNA-Folge des Bereichs sind,
dessen Mutagenese gewiinscht wird (Jankins, F. u. a., Bloessays 5: 244-247 {1986); Doerfler, W., Angew.Chem. Int.Ed.Engl.23:
919-931 (1984]; Kaina, B., Biol. Zentralbl. 99: 513-631 [1980); Kunkel, Proc. Natl, Acad. Scl. USA 82: 488492 [1985]; Nisbet, 1. T.
u.a.,Gene Anal. Techn.2: 23-29[1985]); Hines, J.C.u.a., Gene 11: 207-218[1980); Messing, J. u.a., Nucl. AcidRes.9: 309 {1981)).
Mutationen kénnen auch durch Anwendung der Rekombinant-DNA-Technik erzaugt werden. Beispielsweise kann die
Mukleotidfolge eines Nukleinsduremolekiils, welches die LFA-1-Alpha-Untereinheit ccdiert, abgetastet werden, um
Gligonukieotidstellen zu identifizieren, die durch Restriktionsendonukleasen erkennbar sind. Soiche Endonukleasen kdnnen
dann eingesetzt werden, um die Nukleinsdurefolge an einer erkannten Stelle spezifisch zu schneiden. Durch Anwendung einer
Restriktionsendonuklease, welche zwei Positionen in der LFA-1-Codierungsfolge erkennt {und an diesen schneidet), ist es
mdglich, ein Fragment der die LFA-1-Alpha-Untereinheit codierenden Folge herauszuschneiden. Als Alternative ist es mdglich,
zu diesem Zweck zwei verschiedene Endonukleasen einzusetzen. Durch Inkubation der geschnittenen Molekiile bei
Vorhandensein von DNA-Ligase ist es méglich, die die LFA-1-Alpha-Untereinheit codierenden Sequenzen wieder zu
verschlieBen und sine eirzelne Sequenz zu bilden (der das herausgeschnittene Fragment fehit). Wenn in den die LFA-1-Alpha-
Untereinheit codierenden Sequenzen keine gesigneten Erkennungsstellen fiir die Restriktionsnuklease vorhanden sind, kdnnen
solche Stellen durch das oben beschriebene stellenspeziiische Mutageneseverfahren in die Sequenzen eingefiihrt werden.

Als Alternative dazu kénnen Mutationen eingefiihrt werden durch Schneiden der die LFA-1-Alpha-Untereinheit codierenden
Folge und ,Anknabbern” der freien Termini mit einer Exonuklease. Durch eine solche Behandlung ist es méglich, nicht nur
Deletionen, sondern auch Phasenverschiebungen und andere Typen von Mutationen einzufihren. Mit dieser Technik ist es
auBerdem maglich, neuartige Restriktionsendonukleasestellen in die die LFA-1-Alpha-Untereinheit codierende Feige
einzufuhren. Methoden zur Anwendung von Restriktionsendonukleasen, DNA-Ligasen und Exonukleasen werden
beispielsweise von Maniatis, T. u.a. beschrieben (in: Molecular Cloning. A Laboratory Manual [Molekulares Kionieren. Ein
Laborhandbuch], Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY [1982}).

Rekombinant-DNA-Methoden kdnnen auch angewendet werden, um Fusionsproteine herzustellen, die aus dem LFA-1-Alpha-
Untereinheit-Protein {oder dessen funktionellem Derivat) und einem neuartigen Polypeptid zusammengesetzt sind, Dieses
neuartige Polypeptid ist nicht auf ein bestimmtes Polypeptid begrenzt und kann entweder eine einzelne Aminoséure oder einen
Satz oder eine Permutation von Aminosauren aufweisen. Ein solches Fusionsmolekil kann hergestelit werden durch Ligation
einer DNA-Folge, welche das neuartige Polypeptid codiert, an eine DNA-Folge, welche die LFA-1-Alphauntereinheit (oder deren
funktionelles Derivat) codiert, wobei das auf eine Art und Weise geschieht, dafi keine Phasenverschiebungsmutation eingefiihrt
wird. Zu den Beispielen fiir bevorzugte Polypeptide, die an das LFA-1-Alpha-Untereinheitsgen (oder deren funktionelles Derivat)
verschmolzen werden kénnen, gehoren eukaryotische oder prokaryotische Signalfolgen (Gilbert, W. u.a., US-PS4411994;
Casadaban, M. u.a., Proc. Natl. Acad. Sci USA 76: 4530 bis 4533 [1979)) oder Polypeptide, welche die Stabilitat, biologische
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Halbwertzeit oder Potenz der LFA-1-Alpha-Untereinheit {oder deren funktionellen Derivats) erweitern {oder verringern). Eine
ausgezeichnete Ubersicht iiber die Methodologie der Gen-Fusionen wird gegeben von Silhavy, T.J., u.a. (in: Experimants with
Gene Fuslons (Experimente mit Gen-Fusionen), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY [1984)),

In Reaktion auf Immunisierung mit Fragmenten der LFA-1-Alpha-Untereinheit kénnen Antikdrper (insbesondere monoklonals
Antikdrper) ausgeldst werden. Diese Antiké: per kénnen dazu genutzt werden, die Bindung bestimmter Leukozyten an
Endothelzellen, antigenprdsentierende Zellen oder Zielzellen zu verhindern, und sie kénnen damit als entziindungshemmende
Stoffe eingesatzt werden.

Unter Anwendung der nben beschriebenen Methoden kénnen Fragmente der LFA-1-Alpha-Untereinhait hergestalit und
Uberpriift werden, um festzustsllen, ob sie Antagonisten der Zelladhdsion sind. Fragmente, die als Antagonisten der
Zelladhdsion armittelt wurden, kénnen in Uboreinstimmung mit der vorliagenden Erfindung als entziindungshemmende Mittel
eingesetzt werden.,

Vorliegende Erfindung leitet sich teilweise aus der Entdeckung ab, daB die Leukozyten-Substrat-Adhision und die Laukozyten-
Endothelzellenhaftung aus Wechselwirkungen unter Beteilung des LFA-1 -Rezeptors resultieren. Da Zellularadhasion notwendig
ist, damit Leukozyten an Entziindungsstellen wandern und/oder verschiedene Effektorfunktionen, die zur Entziindung beitragen,
ausiiben kdnnen, démpfen oder verhindern Mittel, welche diese Zellularadhgsion unterbinden, eine Entziindung. Das LFA-1-
Rezeptormolekiil ist auf der Oberfliche von Leukozytenzellen vorhanden. Die Adhésion dieser Zellen an Monoschichten von
Endothelzellen wird teilweise durch LFA-1 vermittelt.

Die Wechselwirkung von LFA-1-Molckiilen mit ihren natiirlichen Liganden {wie ICAM-1 usw.) ist fiir die Zellularadhésion von
zentraler Bedeutung. Durch den Vorgang der Adhésion sind Lymphozyten in der Lage, ein Tier kontinuierlich auf das
Vorhandensein von Fremdantigenan zu iiberwachen. Obwohl diese Prozesse normalerwsise wiinschenswert sind, sind sieauch
die Ursache fiir die AbstoBung von Organtransplantaten, AbstoBung von Gewebeverpflanzungen und vielen
Autoimmunkrankheiten. Folglich wiren alle Mittel, die Zellularadhiision zu démpfen oder zu unterbinden, bei Rezipienten von
Organtransplantaten, Gewebeverpflanzungen oder Patienten mit Autoimmunkrankheiten duBerst wiinschenswert.

Mittel, die diesen Wechselwirkungen entgegenwirken, sind sehr als entziindungshemmende Mittel bei Siugetieren geeignet.
Signifikant ist, daB sich diese Mittel von den aligemeinen entziindungshemmenden Mitteln darin unterscheiden, daf sie die
Adhiision selektiv unterbinden kdnnen und keine anderen Nebenwirkungen wie Nephrotoxizitét aufweisen, die bei
herkdmmlichen Mittel vorhanden sind. Mittel, dis zur Bindung an die Alpha-Untereinheit von LFA-1 oder an ICAM-1 oder an
einen anderen natirlichen Liganden des LFA-1-Molekiils in der Lage sind, kénnen folglich dazu genutzt werden, die AbstoBung
von Organen oder Gewebe, die Verpflanzungs-Wirtskrankheit {d. h., die AbstoBung vor. Wirtsgewebe, die durch eine
Verpflanzung von Knochenmark oder anderem lymphozythaltigen oder -erzeugenden Gewebe verursacht wird) zu verhindern
oder Autoimmunreaktionen zu modifizieren durch Beeintrichtigung der zellgebunidenen LFA-1, ohne daf die Gefahr von
Nebenwirkungen besteht (wie die Wachselwirkung mit den zellgebundenen Liganden usw.).

Wichtig Ist, daB die Verwendung ven Mitteln, die solche Molekiile zu erkennen in der Lage sind, es ermdglicht wird,
Organtransplantationen selbst zwischen Patienten mit einer HLA-Fehlanpassung durchzufiihren.

Mittel, welche die Fihigkeit des LFA-1-Rezeptormolekiils beeintrichtigen, sich an den natiirlichen Bindungsliganden zu binden,
kdnnen damit alle die obon beschriebenen LFA-1-abhingigen Funktionen beeintréchtigen. Folglich kénnen diese Mittel als
entzindungshemmende Mittel nach der vorliegenden Erfindung dienen. Zu diesen Mitteln gehoren die LFA-1-Alpha-
Untereinheit, LFA-1 {Alpha- und Beta-Untereinheiten) und Antikérper, die zur Bindung an die LFA-1-Alpha-Untereinheit oder
Fragmente dieser Untereinheit in der Lage sind. Alle diese Mittel kérnen in Uberginstimmung mit der vorliegenden Erfindung
eingesetzt werden. Die entziindungshemmenden Mittel nach der vorliegenden Erfindung sind geeignet fiir die Behandlung von
Entziindungen, die durch die Reaktion des spezifischen Abwehrsystems verursacht wurdes.

Unter dem Begriff ,spezifisches Abwehrsystem* versteht man hier die Komponente des Immunsystems, die auf das
Vorhandensein von spezifischen Antigenen reagiert. Zu diesen Zellen gehéren Lymphozyten und Makrophagen. Man sagt, daRl
eine Entziindung aus einer Reaktion des spezifischen Abwehrsystems resultiert, wenn die Entziindung durch eine Reaktion des
spezifischen Abwehrsystems verur-acht, mediiert oder assoziiert ist. Zu den Beispielen fiir eine Entziindung, die aus einer
Reaktion des spezifischen Abwehrsystems resultiert, gehéren die Reaktion auf Antigene wie Rubella-Virus,
Autoimmunkrankheiten, durch T-Zellen vermittslte, verzégerte Hypersensitivitéit (wie beispielsweise bei Personen sichtbar, die
im Mantaux-Test , positiv" reagieren), Organ- oder Gewebeabsto8ung, Verpflanzungs-Wirtskrankheit (d. h., die AbstoBung von
Wirtsgewebe, die durch eine Verpflanzung von Knochenmark oder anderem lymphozytenhaltigen oder -erzeugenden Gewebe
verursacht wird) usw. Die Fiihigkeit der LFA-1-Alpha-Untereinheit und deren funktioneller Derivate, diesen entziindlichen
Reaktionen entgegenzuwirken, stellt die Grundlage fiir deren therapeutische Anwendung bei der Behandlung von chronischen
entziindlichen Erkrankungen und Autoimmunkrankheiten wie Lupus erythemotosus, Autoimmunthyroiditis, experimentelle
allergische Enzephalomyelitis (EAE), multiple Sklerose, einige Formen von Diabetss, das Reynaud-Syndrom, rheumatoide
Arthritis usw. dar.

Da LFA-1 auf Zellen expressiert wird, die zur Bindung an Endothelgewebe in der Lage sind, stellt die Verabreichung der LFA-1-
Alpha-Untereinheit oder von LFA-1 {Alpha- und Beta-Untereinheiten) an nen Patienten eine Manahme zur Bildlichmachung
oder Visualisierung von Endothelgewebe dar, AuBerdem vermittelt die~ s Verfahren diagnostische Informationen zur Menge
und Verteilung der Bindungsliganden des LFA-1-Rezeptorn.olekiils, die an dem visualisierten Gewebe vorhanden sind. Bei einer
solchen Anwendung werden die LFA-1-Alpha-Untereinheiten {oder LFA-1 -Alpha-Beta-Rezeptormolekiile) durch die Verwendung
von Radioisotopen, Affinitdtsmarkierungen {wie Biotin, Avidin usw.), Fluoreszenzmarkierungen, paramagnetische Atome usw.
nachweis markiert. Die Antikérper (oder deren Fragmente) kénnen durch dis Verwendung von Radioisotopen,
Enzymmarkierungen, Fluoreszenzmarkierungen, paramagnetischen Markierungen, Elektronendichtemarkierungen,
Toxinmarkierungen usw. nachweisbar markiert werden, Zu den bevorzugten Toxinmarkierungen gehéren Diphtherietoxin, Rizin
und Choleratoxine. Die Verabreichung dieser markierten Molekiile an eine Person identifiziert die Entziindungsstellen. Derartige
nachweisbare Markierungen kénnen auch zur Uberpriifung des Status des Immunsystem:s zines Patienten eingesetzt werden,
Eine Ubersicht tiber die Anwendung von Antikérpern bei der diagnostischen Sichtbarmachung geben Grossman, H.B.,
Urol.Ciin. North Amer. 13: 465-474 (1986), Unger, E.C., u. a,, Invest, Radlol. 20; 693-700{1985) und Khaw, B.A., u.a., Sclence 209:
295-297 (1980).
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Die Féhigkeit der Leukozyten, spontan zu Entziindungsstellen zu wandern, die ist von LFA-1 abhingig (Keizer, G.D., u.a.,
Eur.J.Immunol. 17: 1317-1322(1987]). Diese Wanderung kann durch Verabreichung von LFA-1-Alpha-Untereinheiten von LFA-1
(Alpha- und Beta-Untereinheit) an einen Patienten unterbunden werden. Ebenso wurde festgestellt, daB die Féhigkeit von
Leukozyten, an Endothelzellen zu haften, van LFA-1 abhiingig ist. Jedes der entziindungshemmenden Mittel nach der
vorliegenden Erfindung kann zur Unterbindung dieser Aktivititen eingesetzt werden.

ICAMs {wie ICAM-1} werden von bestimmten Viren des Menschen erkannt (insbesondere Rhinviren des Haupttyps), dis sich an
ICAM-1 binden, Diese Viren binden sich auf Grund dieses Erkennens an menschliche Zellen und ibertragen damit die
Vireninfektion. Ein zentraler Schritt in der Atiologie von Virenerkrankungen ist daher die Wechselwirkung zwischen diesen
zelluldren Rezeptoren und dem Virus.

Mittel, welche die Féhigkeit eines Virus, sich an ein ICAM-Molekiil zu binden, unterdriicken, mit dieser konkurrieren oder diese
unterbinden, sind daher von Nutzen bei der Behandlung von Viren- (insbesondere von Rhinoviren-Jinfekten. Ein Gesichtspunkt
der vorliegenden Erfindung betrifft daher die Féhigkeit der Alpha-Untereinheit von LFA-1 und deren funktionellen Derivaten, in
Wechselwirkung mit ICAM-1 zu treten und dadurch entweder die Zell-Viren-Bindung und die Vireninfektion zu verhindern oder
die Schwere oder Dauer einer solchen Infektion zu démpfen oder zu verkiirzen.

Von besonderem Interesse fiir die vorliegende Erfindung sind funktionelle Derivate der Alpha-Untereinheit von LFA-1, wie die
solubilisierten Formen der Alpha-Untereinheit von LFA-1, Fragmente der Alpha-Untereinheit von LFA-1 usw. Diese Mittel
werden an einen aufnehmenden Patienten vorzugsweise als Heterodimer vermittelt. das das Molekiil in Assoziation mit einem
Molekil der Beta-Untereinheit der CD-18-Familie enthilt. Das oben beschriebene Zie! der Behandiung einer Vireninfektion kann
mit einem einzigen Mittel oder mit einer Kombination von mehr als einem Mittel erreicht werden.

Zum Zwecke der Behandlung von Vireninfektionen ist {sind) das (die) Mittel nach der vorliegenden Erfindung einem rezipienten
Patienten (beispielsweise durch intranasale Mittel) in einer Dosierung zu verabreichen, die ausreicht, damit das (die) Mittel die
Fahigkeit eines Virus unterdriicken, mit dieser konkurrieren oder diese unterbinden kann {kénnen), sich an ein ICAM-Molekiil zu
binden. Diese Dosterung diirfte im aligemeinen bei 0,01 pg/kg bis 2u 1 mg/kg K6rpergewicht des Patienten (fiir jedes einzelne
Mittel) lisgen, obwohl auch mit gréReren oder kleineren Mengen gearbeitet werden kann.

Zum Zwecke der Behandlung eines Vireninfekt kann die Verabreichung disses (r) Mittel(s) entweder ,prophylaktisch” oder
~therapeutisch” erfolgen. Bei der prophylaktischen Verabreichung wird das (werden die) Mittel vor dem Zeitpunkt der Infektion
{a.h., vor,2um Zeitpunkt der oder kurz nach der Infektion), aber noch vor Auftreten von Symptomen der Vireninfektion gegeben.
Die prophylaktische Verabreichung der (des) Mittel(s) dient der Verhinderung oder Abschwichung einer nachfolgenden
Infektion. Bei der therapeutischen Verabreichung wird das (werden die) Mittel bei Beginn eines Symptoms der tatséchlichen
Vireninfektion {oder kurze Zeit danach) (wie beispielsweise beim Auftreten einer viralinduzierten Nasalkongestion usw. oder bei
Feststellung des Virus in Kdrperfliissigkeit oder bei Feststellung von Antikérpern, die gegen das Virus gerichtet sind, im Serum
desinfizierten Patienten usw.). Die therapeutische Verabreichung des Mittels (der Mittel) dient dazu, jeden tatsichlichen Infekt zu
démpfen und damit seine Schwere oder Dauer zu verringern.,

V. Verabreichung der LFA-1-Alpha-Untereinhait

Die therapeutischen Wirkungen der LFA-1-Alpha-Untereinheit kénnen erreicht werden, wenn einem Patienten das LFA-1-
Rezeptormolekiil (Alpha- und Beta-Untereinheit). Das gesamte Molekiil der LFA-1-Alpha-Untereinheit oder deren therapeutisch
aktiven, funktionelien Derivate verabreicht werden. Diese Molekiile kénnen entweder synthetisch oder durch Anwendung der
Rekombinant-DNA-Technik oder von natiirlichen Quellen gswonnen werden. Fragmente das LFA-1-Rezeptors oder von dessen
Alpha-Untereinhsit kénnen auBerdem durch Proteolyse gewonnen werden. Die therapeutischen Vorteile disser Molekiile
kénnen durch Verwendung von funktionellen Derivaten verstirkt werden, die zusétzliche Aminoséurereste besitzen, die zur
Verstérkung der Kopplung an den Tréger oder zur Verstarkung der Aktivitét hinzugefiigt werden.

Die Molekille nach der vorliegenden Erfindung werden als ,,im wesentlichen frei von natiirlichen Kontaminanten” bezeichnet,
wenn Préparate, welche diese enthalten, im wesentlichen frei vor Stoffen sind, mit denen diese Produkte normalerweise und
natirlich vorkommen,

Bei der Behandlung eines Patienten mit den therapeutischen Molekiilen der vortiegenden Erfindung wird die Dosierung des
verabreichten Mittels stark in Abhéngigkeit von solchen Faktoren variieren wie Alter, Gewicht, KérpergréBe, Geschlecht,
allgemeiner medizinischer Zustand, bisherige medizinische Behandlung usw. des Patienten. Im allgemeinen ist es
wiinschenswert, dem Rezipienten eine Dosierung der LFA-1-Alpha-Untereinheit (oder dessen funktionellen Drivats) zu
verabreichen, dieim Bereich von etwa 1pg/kg bis zu 10mg/kg (Kérpergewicht des Patienten) liegt, obwohl auch niedrigere oder
héhere Dosierungen verabreicht werden konnen,

Die Molekiile nach der vorliegenden Erfindung kénnen den Patienten intravends, intramuskulér, subkutan, enteral oder
parenteral verabreicht werden, Die Verabreichung kann eine Dauerinfusion sein oder durch einzeine oder mehrfache Bolusse
erfolgen.

Es ist vorgesehen, die entziindungshemmenden Mitte! nach der Erfindung den rezipierenden Personen in einer ausreichenden
Menge zur Unterdriickung der Entziindung 2u verabreichen. Eine Menge wird als ausreichend zur Unterdriickung der
Entziindung bezeichnet, wenn die Dosierung, Verabreichungsroute usw. des Mittels ausreichend sind, um die Entziindung zu
démpfen oder zu verhindern, Die entziindungshemmenden Mittel der vorliegenden Erfindung kdnnen entweder vor Ausbruch
der Entzindung (um so die erwartete Entziindung zu unterdriicken) oder nach Beginn der Entziindung verabreicht werden.
Man bezeichnet eine Zusammensetzung als , pharmakologisch akzeptabel”, wenn ihre Verabreichung durch den rezipierenden
Patienten toleriert werden kann. Ein solches Mittel wird in einer ,therapeutisch wirksamen Menge* verabreicht, wenn die
verabreichte Menge physiologisch signifikant ist. Ein Mittel ist physiologisch signifikant, wenn sein Vorhandensein zu einer
nachweisbaren Anderung in der Physiologie eines rezipierenden Patienten fiihrt. Die Molekiile der vorliegenden Erfindung
kdnnen nach den bekannten Methoden eingesetzt werden, um pharmazeutisch akzeptable Zusammensetzungen herzustellen,
wobei diese Stoffe oder deren funktionelle Derivate in Mischung mit einem pharmazeutisch akzeptablen Trigervehikel
kombiniert werden. Geeignete Vehikel und deren Formulierung, sinschlieBlich der anderer menschlicher Proteine, 2. B.
Humanserumalbumin, werden beispielsweise in Remington’s Pharmaceutical Sciences {16. Auilage), Osol, A., Hsg., Mack,
Easton, PA (1980), beschrieben. Um eine pharmazeutisch wirksame Zusammensetzung herstellen zu kénnen, die fiir eine
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wirksame Verabreichung geeignet ist, enthalten diese Zusammensetzungen eine therapeutisch wirksame Menge der LFA-1-
Alpha-Untereinheit oder deren Fragmente oder funktionellen Derivate zusammen mit einer gesigneten Menge eines
Trégervehikels,

Es kdnnen zusitzliche pharmazeutische Methoden angewendet werden, um die Dauer der Wirkung zu steuern, Préparate mit
gesteuorter Freisetzung kann man erhalten durch die Verwendung von Polymeren, die mit der LFA-1-Alpha-Untereinheit oder
deren Fragmenten oder funktionellen Derivaten einen Komplex bilden oder diese absorbieren. Die gesteuerte Abgabe kann
erfolgen durch die Auswahl geeigneter Makromolekiile (beispielsweise Polyester, Polyaminosauren, Polyvinyl, Pyrrolidon,
Ethylenvinylazetat, Methylzellulose, Karboxymethylzellulose oder Protaminsulfat) und die Konzentration von Makromolekiilen
sowie durch die Methoden der Einbeziehung, um so die Freisetzung zu steuern, Eine andere mégliche Methode zur Steuerung
der Dauer der Wirkung durch Préiparate mit gesteuerter Freisetzung ist die Einbeziehung von Molekiilen der LFA-1-Alpha-
Unte-einheit, deren Fragmenten oder deren funktionellen Derivaten in Teilchen eines polymeren Matcrials, wie Polyester,
Polyaminoséuren, Hydrogele, Poly(Laktinsdure) oder Ethylenvinylazetatkopolymere. Als Alternative zur Einbeziehung dieser
Mittel i polymere Teilchen ist s mdglich, diese Molekiile in Mikrokapseln einzuschlieBen, die beispielsweise durch
Koazervierungsmethoden oder durch Interfacialpolymerisation hergestelit werdan, beispielsweise Hydroxymethylzellulose-
oder Gelatinemikrokapseln und Poly(methylmethakrylat)mikrokapseln, oder in kolloidalen Drogenabgabesystemen,
beispielsweise Liposomen, Albuminmikrokiigelchen, Mikroemulsionen, Nanoteilchen und Nanokapseln in Makrosmulsionen.
Diese Techniken werden in Remington's Pharmaceutical Sciences {(1980) beschrieben.

Nachdem die Erfindung allgemein beschrieben worden ist, soll sie nun durch Bezugnahme auf die folgenden Beispiele leichter
verstiindlich gemacht werden, die dem Zwecke der Veranschaulichung dienen unu die vorliegende Erfindung, wenn nichts
anderes angegeben wird, in keiner Weise sinschrénken sollen,

Belspiel 1

Reinigung der LFA-1-Alpha-Untersinheit

LFA-1 wird auf den Oberflichen von SKW3-Leukozyten expressiert. Das LFA-1-Alpha-Untereinheit-Molekiil wurde aus SKW2-
Zellen durch monokionale Antikérper-Affinitdtschromatographie nach der Methode von Miller, L.J., u.a. {J.Immunol. 137:
2891-2900 [1987]) gereinigt (diese Referenz wird hier einbezogen). Der monoklonale Antikérper, TS 1/22, der gegen die Alpha-
Untereinheit von LFA-1 gerichtet ist, wurde gereinigt und {unter \'erwendung von Zyanogenbromid) an CL-4B-Sepharose
(Pharmacia) mit 2mg MAB je ml Filllkérperschicht gekoppelt, SKW 3-Zellen (42,2 g), die aus der MiT-Kulturkollektion bezogen
wurden, wurden in 300 mli Lysepuffer aufgeldst (Kurzinger, K., u.a. J.Biol. Chem.257. 12412 bis 12418 [1982]), und das Lysat
wurde dann mit 16000x g fiir die Dauer von 2 Stunden rotiert. AnschlieBend wurde die obenaufschwimmende Schicht
nacheinander durch eine Vorkolonne aus akti ‘ierter und getéschter CL-4B-Sepharose und durch eine TS 1/22-Sepharose-
Kolonne gefithrt. Die TS 1/22-Kolonne wurde nacheinander gewaschen (Kurzinger, K., u.a., J. Biol. Chem.257: 12412-12418
{1982})), und die LFA-1-Alpha-Untereinheit wurde mit 50 mM Triethylamin, 0,5M NaCl, 0,1% Triton X-100, 1 mM Jodazetamid,
10 Einheiten/mi Protein und 0,025 % NaN,, pH 11,5, eluiert und der pH-Wert sofort neutralisiert. Die die LFA-1-Alpha-Untereinheit
enthaltenden Fraktionen wurden zusammengefaBt, lyophilisiert und in 5 Volumen Ethanol bei —20°C {iber Nacht ausgefallt.
Gereinigtes Protein wurde reduziert und alkyliert {Law, S.K.A., u.a., EMBO J, 6: 915-919 [1987)) und einer préparativen SDS-
Polyakrylamid-Gel-Elektrophorese unterzogen. Das Band, welches der LFA-1-Alpha-Unterainheit entspricht, wurde mit 1M KC|
sichtbar gemacht, herausgeschnitten und elektroeiuiert {foliegrino, M. A., u.a., Clim.Immunol. Immunopth. 3: 324-333 [1975)).
Die gereinigte Alpha-Untereinheit wurde lyophilisiert und in 4 Volumen Ethanol bei —20°C iiber Nacht ausgefillt. Das Pellet
wurde wieder zur Suspension gebracht und mit 1% Trypsin verdaut (Wong, W.W., u.a., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82;
7711-7715 [1985)). Die Tryptinfragmente wurden dann durch HPLC (Hochdruckfliissigkeitschromatographie) (Beckman) auf
einer Umkehrphasen-Kolonne C4 (Vydac) isoliert. Die Peptide wurden auf einem Azetonitrilgradienten von 0 bis 60%in 1%
Trifluoressigsdure eluiert. Mehrere Spitzen wurden isokratisch in einer Azetonitrilkonzentration rechromatographiert, die durch
folgende Gleichung bestimmt wurde:

F=(0,9E) -2

wobei F der Volumenprozentsatz von Azetonitril unter isokratischen Bedingungen fiir ein Peptid ist, das wahrend des linearen
Gradienten bei E Prozent eluierte (Lathe, R., u.a., J. Molec. Biol. 183: 1-12 {1985]). Spitzen wurden in 1,5-ml-
Polypropylenrdhrehen aufgefangen und auf weniger als 50l konzentriert, Acht Spitzen wurden einer Mikrosequenzierung
unterzogen, Die Folge eines Peptids, L 84, wurde dazu verwendet, ein einzelnes Oligonukleotid nach den Vorschiéigen von Lathe,
R., u.a. (J.Molec.Blo.183: 1-12 [1985]) zu synthetisieren:

5'-GGGATGTTGTGGTCATGGATGGTGGGCTCAAT-3'

Zusammenfassend, LFA-1 wurde zunichst aus SKW3 isoliert, einem T-Lymphoma-Zellstamm, Lysat durch
Monoklonalantikdrper-Affinitdtschromatographie unter Verwendung eines gegen die Alpha-Untereinheit gerichteten
Antikdrpers. SDS-PAGE-Fraktionen wiesen die Alpha- und Beta-Untereinheiten auf. Die Alpha-Einheit wurde durch priparative
SDS-PAGE weiter gereinigt, und die gereinigts Alpha-Untersinheit wurde mit Trypsin verdaut, und die Peptide wurden durch
Umkehrphasen-HPLC isoliert. Die Peptidfolge von neun Spitzen wurde durch Mikrosequenzierung bestimmt (Abb. 1). Die
Peptidfolge, die die niedrigste Kodonredundanz aufwies, wurde zum Spezifizieren einer einzelnen Oligonukleotidfolge
verwendet, die die gebréuchlichsten menschlichen Kodone nutzte (Lathe, R., u. a., J. Molac. Blol, 183: 1-12[1985)). Die Folgen der
Tryptinpeptide der LFA-1-Alpha-Untereinheit werden in der Tabelle | gezeigt.
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Tabelle |

Folgen von Tryptinpeptiden der LFA-1-Alpha-Untereinheit
Reste Aminosdurefolge
95-107 XXDQINNTYLSGLI(E)YLF
199-210 HMLLLTNTFGAI
254-260 YIIGIGK
405-413 VLLFQEXQG
494-503 GEAITALTXI
541554 IEGTQVLSGIQXFG
664-576 X{LEIGDVGLADVAVGAE
803-817 KVEMLKPHSEEIXVSI(T
929-946 |(E/Q) PSTHNIPXLEAVX"

Ktammern geben Zweideutigkeiten in der Folge an. Die unterstrichenen Reste wurden verwendet, um eine Oligonukleotidsonde
zu erzeugen,

Beisplel 2

c¢DNA-Klonlerung

Rekombinanten {6 10°%) von einer Agt-10-Bibliothek, die nach cDNA-Inserts von mehr als 2kb ausgew#hit und von PMA-
induzierten HL-60 Zellen produziert wurde {PMA-Phorbolmyristinséure) (Corbi, A., u.a., EMBO J.6: 4023-4028 [1987}), wurden
mit einer Dichte von 50000 Rekombinanten je 150 mm Platte plattiert. Die Bibliothek wurde amplifiziert (Woo, S.L.C.,
Mot.Enzymol. 69: 389-395 {1979], und es wurden Nitrozeliulosefilter nach den Richtlinien von Benton und Davis verarbeitet
(Benton, W.D., u.a., Sclence 196; 180-182 {1977]). Die Filter wurden in 6x SSC (0,6M NaCl, 0,06 M Natriumzitrat), 0,05%
Kaliumphosphat und Natriumpvrophosphat, 0,5 % SDS, 6 Denhardt-Reagens und 100 pg/ml Lachssperma-DNA bei 42°C Gber
Nachtvorhybridisiert. Die einzelne Oligonukieotidsequenz (oben gezeigte Sequenz) wurde mity-"2P-ATP unter Verwendung von
Polynukieotidkinase markiert. Die Filter wurden tiber Nacht in einem Vorhybridisationspuffer hybridisiert und dann
nacheinander in 6x SSC, 0,05% Natriumpyrophosphat fiir 15 min bei 50°C gewaschen. Filter wurden auf vorbelichteten XAR-5-
Fi'm zwischen 8 und 20 Stunden exponiert. Phage, die auf Duplikatfiltern Signale ergaben, wurden , plaque”-gereinigt, und ihre
cDI+*-Inserts wurden durch Eiektrophorese auf Agarosegelen klassiert.

Die 32mer-Oligonukleotidsonde wurde zum Isolieren ven awanzig Klonen aus einer gréfenselektierten A gt 10-cDNA-Bibliothek
verwendet, die aus PMA-stimulierten Myeloidzellen konstruiert wurde {Corbi, A., u.a., EMBO J.6: 4023-4028 [1987]). Es wurde
bereits gezeigt, daB diese Zellen die LFA-1-Alpha-Untereinheit synthetisieren (Miller, L.J., u. a., J.Immunol. 139: 842-847 [1987]).
Es wurde die Insert-GréBe bestimmt, und der langste Klon, A5L5, wurde restriktionskartiert (Abb. 2). Dieser Klon enthielt die
Nukleotidfolge, die der Oligonukleotidsonde entspricht (85% Identitat zur Sonde der , besten Schitzung“). Die Nukleotidsonde
codierte such des Tryptinpaptid, das durch Mikrosequenzierung bestimmt wurde {16 von 16 Resten), welches die Oligonukleotid
veinhaltete und tiber dieses hinausging. Dieser Klon codierte jedoch nichi das vollsténdige Protein, da nicht alle die
Tryptinpeptidfolgen in offenen Leserahmen vorhanden waren. Das §'-1,0kb-EcoRI-Fragment von 515 wurde zum Rescreening
von weiteren 5x 10° Rekombinar.ten verwendet. Es wurden zusétzliche 14 Klone identifiziert, und der Klon A3R1 hatte in den
(iberlappenden Bereichen eine identische Restriktionskarte und enthielt zusétzlich ein 1,0kb-5'-Fragment. Die Nukleotidfolge
dieses zusétzlichen Fragments wurde bestimmt {Abb, 2),

Belsplel 3

Restriktionskartierung und Nukleotidsequenzierung

Restriktionskarten von ausgewdhiten Klonen wurden durch doppelte und partielle Verdauungen oestimmt (Maniatis, T., u.a., in:
Molecular Cloning. A Laboratory Manual (Molekulares Klonieren. Ein Laborhandbuch), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, NY [1982)). Restriktionsfragmente wurden entweder in M 13mp 18 oder M 13mp 19 sulbkloniert (Messing, J.,
Met. Enzymol. 101; 20-78 {1983)) oder in pGEM-3Z, -4Z oder -7Z (Promega). Deletionen der Fragmente in pGEM werden unter
Verwendung von Exonuklease lll oder S 1 vorgenommen (Henikoff, S. Gene, 28: 351-359 [1984]). Die Sequenzierung erfolgte
nach der Dideoxyterminationsmethode (Sunger F., u.a., Proc. Natl, Acad. Scl. USA 74: 5463-5467 [1977)). Die
Codierungssequenze die 5'- un-! 3'"-nichttranslaterierten Bereiche wurden zu 100%, 83,1 % bzw. 33,7 % in beiden Orientierungen
bestimmt, .

Die iiberlappenden K!one von cDNA enthalten 5139 Nukleotide (Abb.3). Vorhanden sind ein offenes Leseraste von

3510 Nukleotiden, ein 5'-nichttranslaterierter Bereich von 94 Nukleotiden und ein 3'-nichttranslaterierter Bereich von

1635 Nukleotiden, der eine Polyadenylierungsstelle 15 Nukleotide vor dem Poly(A+)-Schwanz enthiit, Innerhalb des 3'-
nichttranslaterierten Bersiches gibt es eine typische Alu1-Wiederholung, die aus zwei tandemverwandten Sequenzen besteht,
die jeweils durch ein A-reiches Segment beendet werden (Hardman, N., Biochem.J.234: 1-11 [1986)). Die Alu-Sequenz ist

304 Nukleotide leng und ist zu 78,8kg mit der normalen Sequenz der Alu-Familie identisch.

Beisplel 4

Southern- und Northern-Transfer

Der Southern-Transfer wurde nach der Beschreibung von Corbi, A., u.a. (J. Exper.Med. 167: 15697-1607 [1988]) durchgefiihrt, Auf
einem 1,0%igen Formaldehydgel wurden 20g je ml der Zellulargesamt-RNA, die entweder von SKW 3-, U937- {B4- oder
EJ-Zellen isoliert wurden, elektrophoretisiert und auf Nitrozellulose iibertragen (in: Current Protocols in Molecular Biology
{Laufends Protokoile zur Molekularbiologie), Green Publishing Associates and Wilay-Inte- .cience, New York). Die
Nylonmembran {Zeta-Sonde [Biorad}) wurde vorhybridisiert und in 2x SSC, 1x Dehnhardt-Reagenzldsung, 0,1% SDS und
10pg/ml Herings-Sperma-DNA hybridisiert. Eine 1,8kb-EroRi-Sonde vom &'-Ende des cDNA-Klons, A3R 1, wurde durch
Einzelstrangbruchtranslaterierung m~rkiert und als Sonde verwendet.
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Die Northern-Transfer-Analyse zeigte eine Botschaft von 5,5kb in SKW3-, U937- und 1B4-Zellen, wghrend in EJ-Zellen kein
Signal entdeckt wurde. Die Zellverteilungen stimmen gutmitder GréBe des cDNA-Klons und der Zelloberfldichenexpression von
LFA-1 tiberein. Die Southarn-Transfer-Analyse unter Verwendung des 1,2kb-5'-EcoRI-BamHI-fragmentes von KionA2L2
hybridisierte zu zwei Fragmentenvon 10 und 8kb (Corbi, A, u.a., J. Exper.Med. 167: 1697 bis 1607 (1988)). Ein genomischesKlon,
das aus siner Cosmid-Bibliothek isoliert wurde, besitzt zwei Fragmente von identischer Linge. Diese Fragmente sind aneinander
angrenzend und demonstrieren, das LFA-1 ein Einzelkopie-Gen ist.

Beisplel 5

Rechneranalyse

Bei den Homologiesuchen und der Ausrichtung der Sequenzen wurden anfangs das Microgenie-DNA-Programm (Beckman),
FASTP (Wilbur and Sigmann) auf den NBRF-und NEW-Datenbasen {National Biomedical Research Foundation, Washington, DC)
und FASTP mit der SWISS-PROT-Datenbase (Bionet) singesetzt, Diese Ausrichtungen wurden dann unter Verwendung von
ALIGN (NBRF) {5585) und GENALIGH (Bionet) optimiert.

Die Hydrophobizitit wurde unter Anwendung des Microgenie-DNA-Programms sowie von PER-PLOT {5792) (University of
Wisconsin Genetics Computer Group) bestimmt, Die Hydrophobizitétsanalyse der Aminosdurefolge zeigte, daB die LFA-1-Alpha-
Untereinheit eln typisches Transmembranprotein mit einer Hydrophobizitétssignalsequenz, sinem extrazelluldren Bereich,
sinem einzelnen hydrophoben Transmembranbereich 11nd einem kurzen zytoplasmischen Schwanz ist. Der N-Terminalrest von
menschlicher LFA-1 wurde durch Homologie zum N-Ter ninal von Miiuse-LFA-1 identifiziert (Abb.5). Menschliche LFA-1 hateine
Identitat von 55% mit Mduse-LFA-1 iber den ersten 20 Aminos#uren. Ein klassisches Signalpeptid mit einer Konsen issequenz
(Ala-X-Ser/Pro)fiir die Schneidepeptidase geht der N-Terminalsequenz voraus. Es gibt drei vermutliche stromaufv .rts gelegene
Transkriptionsinitiierungsstellen (ATG) im Raster. Bevorzugt wird im allgemeinen die Nutzung der ersten Initiierungsstelle in der
Nukleotidposition 89 (Kozak, M., Nucl. Acid Res. 12: 857-872 [1984]), sie argibt eine aue fiinfundzwanzig Resten bestehende
Signalsequenz mit mehreren polaren Gruppen in der Néhe der N-Terminalreste, wie das typisch bei Signalsequenzen festgestelit
wird (von Heijne, G., J. Molec.Biol. 173: 243-251 [1984]). Alle 117 Aminoséuren, die durch Mikrosequenzierung von
Tryptinpeptiden bestimmt wurden, wurden im translaterierten offenen Leseraster gefunden, was die Authentizitét der cDNA-
Klone bestéitigt, Zusammengenommen, demonstrieren diese Ergebnisse, da@ die LFA-1-Alpha-Untereinheit eine N-Terminal-
29+-Aminosiuresignalsequenz, eine extrazellulire Doméne von 1063 Resten, eine Transmembrandomane von

29 Aminoséuren und einen zytoplasmischen C-Terminal-Schwanz von 53 Aminosé&uren.

Sieben Wiederholungen von 49-63 Aminos#uren liegen innerhalb der extrazelluldren Dorméne. Der Grad der inneren Identitét
und statistischen Signifikanz zwischen diesen inneren Wiederholungen istzwischen den drei letzten Wiederholung am groften,
24-33% bei p < 1072 bis < 10~°, Der Mittelbereich dieser drei letztgenannten Wiederholungen weist Homologie mit mehreren
divalenten Kationbindungsstellen auf (Abb.4). Da friihere Untersuchungen gezeigt haben, dafl Mg?* durchgehend oder bei
niedrigerer Konzentration in Verbindung mit Ca?* fiir die funktionelle Integritét des Proteins notwendig ist (Rothlein, R., u.a.,
J.Exper.Med. 163: 1132 bis 1149 [1986)), 48t die Homologie der drei Tandemwiederholungen mit divalenten
Kationbindungsstellen vermuten, daR LFA-1 divalente Kationen bindet. Die Wiederholungen -1V haben die divalente
Konsensus-Kationbindungsstelle nicht, haben aber erhaltene Flankierungsbereiche. Diese strukturelten Ahnlichkeiten erbffnen
die Médglichkeit, das sich diese Wiederholungen bei einem Dug ‘ikationsereignis ergeben haben.

Das reife Protein hat Mr = 126,193, und zwélf N-verbunder:a Glykosylationsstellen (Asn-X~Thr/Ser) befinden sich in der
extrazelluliren Doméne. Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, da8 wenigstens fiinf dieser Zellen glykolysiert
werden und Oligasaccharide mit M, = 6000 bis 10000 Dalton haben, was typisch fir die komplexes, N-verbundenes Kohlehydrat
ist (Dahms, N.M., u.a. J.Immunol, 134: 3978-3986 (1985}). Fe!glich wilrde die Verwendung von 5 bis 10 dieser
Glykolysationsstellen ein Molekulargewicht vorhersagen, das mit dem durch SDS-PAGE bestimmten Molekulargewicht
ibereinstimmt.

Die Bestimmung des N-Terminals von Miuse-LFA-1 (Girma, J.-P., u.a., Blood 70: 605-611 [{1987]) und die Primérstruktur der
gemeinsamen Beta-Untereinheit von LFA-1/Mac-1/p 150,85 haben die Vermutung naheyslegt, daB die LFA-i-Alpha-
Untereinheit ein Glied der Integrin-Familie ist. Die LFA-1-Alpha-Untereinheit hat eine iiberraschende Homologie {35% Identitét)
2u den Alphs-Untereinheiten von p 150,95 und Mac-1 und im geringeren Umfang zu den Alpha-Untereinheiten der ECM-
Rezeptoren (25% ldentitat). Andererseits sind FNR, VNR und llb 2u 40% identisch miteinander, Au3erdem enthalten die
Leukozytintegrine auch ein Insert von annéhernd 200 Aminnséurenin der Néhe des N-Terminalbereichs des Proteins, dasin den
drei sequenzierten ECM-Rezeptoren nicht vorhandenist (Abb.5). AuBerdem fehlt der Bereich, in dem bei VNR, FNR und gplib/lila
eine Proteaseschneidestelle auftritt, sowohl bei LFA-1 als auch in den Alpha-Untereinheiten von p150,95 und Mac-1 und
korreliert mit dern Fehlen der proteolytischen Verarbeitung der Alpha-Untereinheiten der LFA-1-Familie. Insgesamt definierten
diess strukturellen Merkmale zwei Unterfamifien der Alpha-Untereinhaitsintegrine, die Leukozytintegrine und die ECM-Integrine.
Alle Alpha-Untereinheiten der Integnin-Familie haben wie LFA-1 &hnliche Wiederholungen, welche vermutliche divalente
Kationbindungsstellen enthalten (Corbi, A., u.a., EMBO J.6: 4023-4028 (1987}; Poncz, M., u.a., J.Blol.Chem. 262; 8476-8482
{1987]; Suzuki, S., u.a., Proc. Natl. Acad. Scl. USA 83: 8614-8618 [1986]; Argaves, W.S., u.a., J.Cell Biol. 105; 1183-'1190 [1987];
Ruoslathi, E., u.a., Sclence 238: 491-497 [1987]). Jedoch nur drei der Wiederholungen in LFA-1 und p 150 enthalten rautmaRliche
Metallbindungsstellen, wihrend in den ECM-Rezeptoren alle vier Wiederholungen Metallbindungsstellen enthalten. Die
mutimaBlichen divalenten Kationbindungsstellen von LFA-1 und den anderen Integrinen sind den vorher beschriebanen
divalenten Kationbindungsstellen der intagralen Membranproteine verwandt, aber nicht mit diesen identisch. Es gibt
verschiedene Typen von divalenten Kationbindungsstellen. Der erste Satz solcher Stellen hat eine alternierende D-X~D{N}-X~
D(N)-Struktur. Diese Stellen findet man unter anderm in Troponin C, Parvalbumin {5256) und Galaktosebindungsprotein. Diese
Stellen bilden eine EF-Schieifenstruktur und haben 6-7 Chalationsstellen. Die mutmaRlichen Bindungsstellen auf LFA-1 undden
anderen Integrinen haben auch eine D-X-D{N}-X-D(N)-Primérstruktur, wobei zwischen den chelatierenden Resten eine Reihe
von G-Resten erhalten ist. Der Rest in der Z-Position wird jedoch durch einen hydrophoben Rest ersetzt. Auflerdem schaint die
Alpha-Spirale vor und hinter der Calziumbindungsstelle bei den Integrinstellen zu fehlen {Corbi, A., u.a., EMBO J.6: 40234028
[1987)). Die Signifikanz dieser Anderung ist unbekannt, kann aber teilweise die Ursache fiir die Preferenz dieser Stellen fir Mg**
sein.
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Eine Suche der NBRF- und Swiss-Protein-Datenbanken zeigte, daR dieser der LFA-1-Familie spezifische Bereich, der als ,L“-
Doméne bezeichnet wird, signifikante Homologie mit der Al-Doméne da§ menschlichen vVWF, des menschlichen
Komplementfaktors B und des Kiikenkollagenmatrixproteins hat. Diese Ahnlichkeiten erstrecken sich liber die gesamte Lénge
der L-Doméne. Da vWF drei A-Doméinenwiederholungen (A1, A2, A3) (5790) hat, ist die Domane im Komplementfaktor B einer
dhnlichen Doméne in der Komplementkomponente 2 (C2} {5789) analog, und CMP hat 2 Wiederholungen {5778), wobei die
LFA-1-L-Doméne unter Anwendung des ALIGN-Programms mit allen diesen Doménen verglichen wurde. Mit Ausnahme von C2
waren alle diese Anordnungen statistisch signifikant {Abb.6).

Diese Ahnlichkeiten implizieren eine mdgliche funktionelle Domé#ne fiir LFA-1. Zuerst bindet sich die A1-Domé&ne von vWF an
Glykoprotein Ibund Heparin {56486), wéhrend die Doméinen A1 und A3 beide an der Bindung an Collagen beteiligt sind. Zwsitens
wird die homologe Doméae im Faktor B auf der C-Terminalseite der Spaltungsstelie loziert, an der Faktor B zu Faktor Bb
geschnitten wird, und auf der N-Terminalseite der Serinprotease (Mole, J.E., u.a., J.Biol.Chem. 259; 3407-3412 [1984}; Bently,
D.R., Biochem. J.239: 339 bis 345 [1986]). Diese Doméne befindet sich daher in dem Bereich, von dem eine Wechselwirkung mit
dem Liganden, C3b, erwartet wird. Die Struktur des Collagenmatrixproteins ist teilweise bestimmt worden und hat zwei
Wiederholungen, die durch eine dem Epidermalwachstumsfaktor gleiche Sequenz voneinanser getrennt sind (Argaves, W.S.,
u.a., Proc. Nati.Acad. Sci. USA 84: 464-468 [1987]). CMP tritt sowohl mit Collagen (Argaves, W.S., u.a.,

Proc, Natl. Acad. Sci. USA 84: 464-468 [1987]) als auch mit Cartilagproteoglykan in Wechselwirkung (Abb.7) (Paulsoon, M., u.a.,
Collagen Rel.Res.4: 219-229 [1984]}).

LFA-1,Mac-1 und p 160,85 wurden kiirzlich zu Chromosom 16 p 11 lokalisiert (Corbi, A, u. a., J.Exper.Med. 167: 15971607 [1988].
Die strukturelle Ahnlichkeit und die Nihe der Gens, welche die Leukozyt-Integrin-Alpha-Untereinheiten codieren, lassen
vermuten, daB sich ein primordiales Gen duplizierte und zur Herausbildung von wenligstens zwel Verzweigungen der Integrin-
Alpha-Untereinheiten fihrten, den Leukozytintegrinen und den ECM-Integrinen. In das primordiale Gen der Leukozytintegrin-
Alpha-Untereinheit wurde eine Domane von 180 Aminosduren singefiigt, und dann duplizierte sich das Gen und fiihrte zur
Herausbildung von LFA-1, Mac-1 und p 159,95, Die Ahnlichkeit dieser Dom#nen mit der L-Domine der LFA-1-Familie 1aRt
vermuten, daB diese L-DrmZne eine funktionelle Domane ist. AuBerdem implizieren diese Homologien, daB eine primordiale
Doménein mehrera .. .¢ine eingefiigt wurde und dann unterschiedliche Erkennungsfaktoren in der Himostase,
Komplementaktivierung und der Immunreaktion entwickelte.

Diese strukturellen Unterschiede zwischen den beiden Gruppen von Alpha-Untereinheitsintegrinen stehen in Korrelation mit
dem Unterschied in der Erkennungsstelle der Funktionsdom#nen, da RGD-enthaltende Peptide die Bindung von FNR und
gplib/llla an die entsprechenden Liganden blockieren (Ruoslathi, E,, u. a., Sclence 238: 491-497 {1987)), wéhrend ein RGDS-
Peptid die Wechselwirkung von LFA-1 mit ICAM-1 nicht unterbindet. Im Gegensatz zu den Liganden der ECM-Integrine hat
ICAM-1 selbst keine RGD-Peptidsequenz und ist ein Glied der Inmunoglobulingen-Superfamilie. Sowohi aus den strukturellen
wie auch aus den funktionellen Daten |48t sich die Vermutung ableiten, dafl die Integrin-Superfamilie in zwei Unterfamilien von
Alpha-Untereinheiten unterteilt werden kann. Diese f8;-zugeordneten strukturellen und funktionellen Eigenschaften der Alpha-
Unterei.theiten miissen jedoch nicht einzigartig fir die Unterfamilie sein, da auch verschiedene andere Integrin-Alpha-
Untereinheiten strukturelle Eigenschaften haben kénnen, die denen der LFA-1-Familie dhnlich sind, wie beispielsweise das
Fehlen einer proteolytischen Schneidestelle (Charo, |.F., u.a., Proc. Matl. Acad. Sci. USA 83: 8351-8355 (1986}).

Die Aufkldrung der Struktur dar LFA-1-Alpha-Untereinheit zeigte neuartige Entwic:lungsbeziehungen zwischen den Integrin-
Alpha-Untereinheiten auf und lie eine magliche funktionelie Doméne vermuten, und sie zeigte, daB die LFA-1-Alpha-
Untereinheit zur Integrin-Superfamilie gehdrt, aber eine ~usétzliche Doméne enthilt, Diese L-Doméne und homologe Doménen
stellen einn Protein-,Doménen®”-Familie dar, die von funktioneller Bedeutung ist. Da die Erkennungsstelie von LFA-1 nicht RGD
ist, kann die L-Doméne von funktioneller Signifikanz in der LFA-1-Alpha-Untereinheit sowie den anderen Leukozyt-integrinen,
Mac-1und p 150,95 sein. Da LFA-1 jedoch an einer groBen Zahl von Leukozytfunktionen beteiligt ist und mehr als einen Liganden
habe: kann (Rothlein, R., u.a., J.Immunol.137. 1270-1274 [1986)), ist es mdglich, daB in der LFA-1-Alpha- Untereinheit mehr als
eine funktionelle Doméne existieren. Interessant ist es auch, die Wechselwirkungen zu analysieren, die der zytoplasmische
Schwanz mit dem Zytoskelett eingeht, und welche Rolle diese Wechselwirkung bei der Signalisierung spielt. Die Verfiigbarkeit
von cDNA-Klonen firr die Alpha- und Beta-Untereinheiten erlauben es, diese Struktur-Funktionsbezieshungen zu untersuchen,
Die Erfindung wurde in Verbindung niit speziellen Ausfiihrungsbeispielen beschrieben, es ist jedoch selbstversténdlich, da
weitere Modifikationen méylich sind, und diese Patentanmeldung solle alle Variationen, Anwendungen oder Anpassungen der
Erfindung einschlieBen, welche im allgemeinen den Prinzipien der Erfindung folgen, einschlieBlich der Abweichungen von der
vorliegenden Offenlegungsschrift, die zur bekannten oder (iblichen Praxis auf dem Fachgebiet gehéren, auf das sich die
Erfindung bezieht und wie sie auf die wesentlichen Merkmale angewendet werden kénnen, die der Rahmen der angefiigten
Patentanspriiche einschlief3t.
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