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A talélmény térgya eljérés LFA-1 alfa-alegyseég
e16éllitéééra, amely részt vesz azokban a folyamatokban,
amelynek sordn a sejtek felismerik a gyulladéds helyét
¢s oda véndorolnak, valamint a gyulladds sorén a sejt
szubsztrdtumaihoz kétbdnek, A taldlmény targyai az
ilyen molekuldk, az ilyen molekuldk funkciondlis szér-
mazékai, az ilyen molekulék azonositdsédra alkalmas
screening moédszerek, valamint az ilyen molekuldk te-

répids és diagnosztikai felhasznédlésa.
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A taldlmény térgya eljérés & LFA-1 leukocita
adhézids receptor elédllitésdra, A taldlmény térgya
tovébbéd ennek a molekulédnak alfa-alegységét kédold

DNS szekvencidk klénozésa, A talélmény részben



4llami tdmogatéssal készilt, A kormany bizonyos'jogokkal
rendelkezik ebben a talélményban,

Az immunrendszer feladata, hogy egy &lla-
tot megvédjen idegen betolakod6ktél, ugymint baktériumok-
t6l, virusoktél, stb, A védekezési rendszer egy kivalé
6sszefogla16jét adja Eisen, H.W, [Microbiology. 3. kiadéas,
szerk., Harper & Row, Philadelphia, PA, 290-295, és 381~
418, oldal (1980)1. Az immun-rendszernek az a képessége,

hogy az 8llati szervezetet idegen betolakoddktdl megvédje,
nagymértékben a leukocita néven ismert vérsejtek jelenlé-
tét8l és mukddésétbl fiigg. A leukocitéknakvaz a képessége,
hogy ilyen védelmet nyujtsanak, attél figg., hogy ezek a
sejtek képesek-e celluléris ¢s extracelluldris szubsztré-
tumokhoz kapcsolédni,

A leukocitaknak példsul képeseknek kell
lennitk arra, hogy az endoteliélis sejtekhez kapcsoléd-
janak, és igy a keringésbfl a lejatsz6d6 gyulladasos
folyamat helyére jussanak, Emellett kapcsolédniuk kell
az antigén-bemutaté sejtekhez, hogy normadlis immunvélasz
keletkezzen. Emellett képesnek kell lenniik arra, hogy
a megfeleld célsejtekhez kapcsdédjanak, hogy a virus-
~fert6z6tt (vagy rékos) sejtek lizise lejéatszdédhasson,

A leukocitdknak tovabba képesnek kell lenniiik arra, hogy
kiilénbdz8 aktivalt fehérjékben kapcsolédjanak (példéul

az iC3b-hez, amely a komplement harmadik komponensének



.....

aktivalt formaja), hogy hatékonyan tudjanak fagocitél-

ni és eltévolitan; a mikrobidlis és sjt-tdrmeléket,
Tehat a leukocita adhézié feltétele a normdlisan miik6-
d6 gazdaszervezet védelmi rendszernek. Ennek a védelmi
rendszernek a gétlédsa kivénatos olyan esetekben, mint
példadul a transzplantécié, mivel a befogadd szervezet a
transzplantélt szdvetet idegennek"1létja", és immunvalaszt
kelt az adott szdvettel szemben, Tehdt a leukocita adhe-
zi6 a transzplantdlt szdvet és szervek kitaszitdsaban is
szerepet jatszik., Igy a leukocita adhézi6 képessée lehet
arra, hogy megndveljuk egy &llati szervezet képességét a
fertézés lekiizdésére, vagy hogy elnyomjuk egy &llatnak

azt a képességét, hogy a transzplantdlt szdvetet kildkje.

Ujabban a leukocita adhéziéban msztvevd
leukocita felszini molekuldkat hibridéma technoldgidval
azonositottédk, Réviden, humén T-sejtek elleni monoklona-
lis antitesteket [Davignon, D, et al,, Proc. Natl. Acad.

Sci, USA, 78, 4535-4539 (1981)]1 és eger lépsejtek elleni
monoklondlis antitesteket [Springer, T., et al,, Eur. J.
Immunol, 9, 301-306 (1979)1 azonositottak, amelyek kdtdd-

nek a leukocita felszinéhez és gétolték a fent leirt kap-
csolédés-kapcsolt funkciékat [Springer T, et, al,, Fed, Proc.,

44, 2660-2663 (1985)1., Az ezekkel az antitestekkel fel=-
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ismert molekuldk egy leukocita adhézids receptor keészle-
tet képeznek, amelyek az adhézids receptor molekul ék
“Lymfocita funkcid-asszociadlt antigén-1 csaléad” (vagy
"LFA=1 csalad) néven ismertek,

Az adhézids receptor molekuldk LFA=1 csa=-
l4dja hérom, erds rokonségban 1lév6 sejtfelszini gliko~
proteint tartalmaz, Ezekrdl a glikoproteinekrdl kideri-
tették, hogy a gyulladésos folyamatban kézvetitik a sejt-
~-sejt kapcsolatokat, A glikoproteinek jelzése "LFA=1"
(limfocita funkcié-asszocidlt antigén-1), "Mac-1" es
"p 150,95", Mig az LFA-1 a legtbébb leukocita felszinén
megtalédlhaté [Springer, T.A, et, al., Immunol. Rev., 68,
111-135 (1982), addig a Mac-1- és a p 150,95 elsédlegesen
a makrofagokon, granulocitékon és més nagy granuléris lim-
focitdkan taldlhaté [Springer, T: A,, et al,, Immunol,
Rev,, 68, 111-135 (1982); Keizer, G, et, al,, Eur, J. Immu=

nol,, 15, 1142-1147 (1985)1.

Az LFA-1 glikoprotein csalédd heterodimerek-
b8l 4ll, mindegyik tartalmaz egy elfa-alegységet, amely
nem-kovalens kétésben van egy béta alegységgel. A csalad
alfa-alegységeir6l ugy taldltédk, hogy kilénbdznek egymas-
tél, jelzésiik CD11a, CD11b, és CD11c, A glikozilezett alfa~
-alegységek hozzévet8leges molekulasulya 180, 170 illetve
150 kD, Ezzel szemben az adhézids receptorok LFA-1 csaléd-

jénak béta alegységeit azonosnak talaltak, molekulasulyuk
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95 kD [Sanchez ,Madrid, F, &t al., J. Exper. Med; 158,
1785-1803 (1983); Keizer, G.D, et al,, Eur. J. Immunol, ,
15, 1142-1147 (1985); Springer, T. Fed, Proc, 44, 2660~
-2663 (1985); Sanchez-Madrid, F. et al,, J. Exper, Med,

158, 586-602 (1983)1

Jéllehet a glikoproteinek alfa-slegyseégei
nem mutatjdk a béta-alegységekre jellemz8 erfs homolégiat,
mégis a glikoproteinek alfa-alegységeinek alapos analizise
felfedte, hogy lényeges hasonléséag van kézbttik, Az ad=-
héziés molekula glikoprotein csaléd alfa~ ¢s béta~-alegy~-
ségei kézétti hasonlésiag dsszefoglaldsat Sanchez-Madrid,
F. és munkatérsai adjak meg L[J. Exper. Med., 158,

586-602 (1983); J. Exper. Med., 158 1785-1803 (1983);

Miller, L, J, et al,, J. Immunol, 138, 2381-2383 (1987)1.

A receptorok LFA-1 csalédjéanak fontossagat
el8szdr olyan vizsgalatokban ismerték fel, amelyek kimu-
tattdk, a monoklonédlis antitestek képességét (amelyek
képesek akar a specifikus alfa-alegységekhez, vagy az &l-
taldnos béta-alegységhez kapcsolédni) az adhézié=-fiiggb
leukocita funkciék gétléasara [Sanchez-Madrid, F. et al,,
Proc., Natl., Acad, Sci, USA, 79, 7489-7493 (1982);

Beller, D. I, et al,, J., Exper. Med., 156, 1000-1009
(1982)1.
Ujabban az egyéneknek egy olyan csoport-

j4&t azonositotték, amelyek képtelenek ;az;gﬁA-1 adhézids



fehérje-csaldd bérmely tagja normélis mennyiségének
expressziéjara leukocitdinak sejt-felszinén, Ezt a beteg-~
séget "Leukocita Adhéziés Deficiencia”-nak, vagy "LAD" -
nak nevezték, amelyek krénikus és ismétlddé infekcidk,
valamint més klinikai szimptémék jellemeznek [Anderson,
D.C, et al,, Fed, Proc., 44, 2671-2677 (1985); Anderson,
pD.C, et al,, J. Infect, Dis.,, 152, 668-689 (1985)1. LAD
betegekb8l szérmazé leukocitdk ugyanazt az in vitro de-~
fektust mutatjdk, mint amik akkor figyelhetd meg, ha
normal egyedekb8l szérmazé leukocitékat az LFA-1 csaléd
tagjaira specifikus antitestekkel antagonizaljék. A LAD
betegekr6l ugy taldltdk, hogy képtelenek normal immunvaé-
laszt kifejezni. Errél a problémérél felfedték, hogy ennek
oka az, hogy a LAD betegek leukocitdi képtelenek cellula~
ris és extracelluldris szubsztrétumokhoz valé tapadasra
(Anderson, b, C, etl,, Fed, Proc,, 44, 2675~2677 (1885);
Anderson, D,C, et al,, 3, Infect, Dis,, 152, 668-689
(1985)1, Ezek a vizsgdlatok azt mutatjék, hogy a gyulla-
désos reakcidk gétoltak, ha a leukociték nem képesek nor=-
mél médon tapadni, mivel a funkciondlis adhéziés moleku-
14k hidnyoznak sejtjeik felszinérdl.

Usszefoglalva az 4llati szervezet egesz-
ségének és életképességének fenntartésshoz a leukocitédk-
nak arra van szikségiik, hogy képesek legyenek mas sejtek~

hez (példdul endotelidlis sejtekhez) ¢és fehérjékhez (pél=-



ddul az iC3b-hoz) valé tapadésra., Ehhez a tapadéQhoz
kontaktusra van sziikseég, ami a leukocitédk felszinén jelen-
lévé specifikus reeeptor molekuldktél fiigg. Ezeket a sejt-
-felszini receptor molekulékat egymdshoz nagyon hasonlénak
taléltik, Azok a betegek, akiknek a leukocitdéirél hianyoz-
nak ezek a sejt-felszini molekuldk, krénikus és ismétl8dd
fertb6zéseket ¢és mas klinikai szimptémakat mutatnak,

Mivel leukocita adhézié vesz részt abban
a folyamatban is, amely sordn az idegen szdvetet azonosit-
jék és kitaszitjédk, ennek az eljérésnak a megértése lénye-
ges jelent&ségii a szervatiltetésben, szbvet-étiltetésben,

allergidban, onkolégidban.

A taldlmény térgyai leukocita sejtfelszini
adhéziés receptor molekuldk,féleg az LFA-1 receptor moleku-
la alfa-alegységének, klénozdsa és ,expressziéja, rekombi-
nédns DNS-technolégia alkalmazéséaval, A talélmény magaban
foglalja az adhéziés molekulédt magét a molekula funkcio-
ndlis fragmentjeit, az ezeket a receptor molekulékat ko-
dolé nqkleinsavakat (azaz DNS, f6leg cDNS), ¢és az ilyen
nukleinsavat tartalmazé plazmidokat, A jelen talélmany ma=-
géban foglalja még a receptor molekuldk el84llitédsdt, amely~

ben rekombinidns DNS technolégia hasznalhatd,

Részleteiben, a taldlmény térgya az LFA=1

alfa alegység, vagy ennek funkciondlis szdrmazéka, lénye-



gében természetes szennyezeések nelkdl,

A taldlmény tadrgya tovébbé az emlitett LFA-1
alfa-alegység vagy annak funkcionédlis szérmazéka, amely
képes a sejt felszinén 1év6 molekuldhoz kapcsolddni.
(Ugymint ICAM-1 vagy LFA-1 béta-alegység).

A taldlmany térgya tovébbd az emlitett LFA-1
alfa alegység azzal jellemezve, hogy az alabbi csoport-

bél legaldbb egy polipeptidet tartalmaz:

a, P=-P-R=A=G=R=-H; h., G=V=D=V=Q=D=G-E=I-E ;
b, I-I-T=-D=G~E-A ; i, D=I=N=G=D=G-L=V-D-V ;
c. D-W-A=G-G-F-L; j. V-K=D=L~E~G~D-G-L=A ;
d, S-Q-V-Q-T-I-H; k, T=Y=L-S=G-L ;

8., R-H-G-G-L-S-P ; 1, Y-I-I-G-I-G-K ;

f. M=S=C-T-D~F-S ; m, I-E=G-T=-Q-V-L-S~Q; és
g. R-L-L=S=R-A-L ; n, P=S=I-H-N-I=P ,

A taldlmany tdrgya tovébbé az akér az LFA=1
alfa~alegységet, akdr funkciondlis szérmazekat expresz-
szdlni képes rekombinéns DNS molekula,

A taldlmény térgya tovébbé eljédréds LFA-1 al=-
fa-alegység tiszta forméban vald kinyerésére, ami a

koévetkezd lépésekbd8l 811:



b)

d)

e)

az LFA-1 alfa-alegységet expresszdlé sejtek
membrénjibél szolubizéljuk az LFA-1 alfa-al=~
egységet, hogy oldatban lév6 LFA-1 alfa-alegy-

ség preparatumot kapjunk,

a szolubizdlt LFA-1 alfa-alegység preparadtumot
affinitéds hordozéra visszik, ahol a hordozdé LFA-1
alfa-alegység megkdtésére képes, immobilizalt

antitestet tartalmaz,

lehet6vé tesszitk, hogy az LFA-1 alfa-alegyseg az

affinitds-hordozén 1évd antitesthez kdtddjén,

a hordozéroel eltdvolitunk minden, az antitestet

megkdétni nem képes anyagot,

az LFA-1 alfa-alegységet tiszta formaban kinyer-
jok, az LFA-1 alfa-alegységet leoldva a hordo-

zérol,

A taldlmény térgya még eljédrds a nem-spe.cifikus

védelmi rendszer vélaszdbdl szdrmazé gyulladéds kezelésére

(példéul késleltetett tipusu tulérzékenység, graft ver-

sus host betegség, dtiltetett szbvet kildkbdése, atiil-

tetett szerv kildk6dése, autoimmun betegsegek, ugymint



lupus erythemat_osus, autoimmun tiroiditisz, kisérle-

tes allergids enkefalomielitisz (EAE), szklerdézis multi-
plex, a cukorbetegség néhany formédja, a Reynaud szindréma,
reumatoid ortritisz, stb,) emlésben, azzal jellemezve, hogy
az ilyen kezelést igényldé betegnek gyulladdscsékkentd anya=-
got adunk, olyan mennyiségben, hogy az elegendd§ legyen az
emlitett gyulladdsos csdkkentésére, és az emlitett gyulla=-
déscsdkkentd anyagot a kovetkez8k kézf{il vélasztjuk:

LFA-1 alfa-alegység; és az LFA-1 alfa-alegysegnek egy

funkciondlis szarmazéka,

A taldlmény része még a fenti médszer, ami a
tovébbiakban magéban foglalja egy, a kévetkezdék kéziil va-
lasztott hatbéanyag adagolését: LFA-1 béta-alegység €s a

LFA-1 béta-alegység funkcionédlis szarmazéka,

A talsdlmény vonatkozik tovébbé a hematopoiestikus
daganatsejtek, azaz azok a sejtek, amelyeknek a véndor-
léshoz az LFA~1 csaldd funkciondlis tagjéra van szliks egtk,
metasztdzisédnak gétldsat szolgédld eljérasra, ami abban
4ll, hogy az ilyen kezelésre szoruld betegnek a metasztazis
elnyomdsara alkalmas mennyiségii gyulladéscsdkkentd anyagot
adunk, és a gyulladédscsdkkent6 anyagot a kdévetkezl csoport-
bél valasztjuk: LFA-1 alfa~alegység, és az LFA-1 alfa-

~-alegység funkciondlis szédrmazéka,



A taldlmény vonatkozik tovéabbd az LFA-1 alfa-al-
egységet expresszalé daganatsejtek ndvekedésének gétlasat
ceélzé eljarasra, aﬁi abban 411, hogy az ilyen kezelesre
szorulé betegnek a névekedése gétléséra elegend8 mennyiségi
toxint adunk, és & toxint a kdvetkezd csoportbél vélasztjuk:
az LFA=1 alfa-alegység toxinszérmazéka vagy az LFA-1 alfa-
-alegység egyik tagje funkcionalis szérmazékénak toxin-szir-

mazeka,

(a) a betegnek kimutathatéan jelzett FLA-1 alfa- al-
egységet tartalmazé készitményt adunk, amely képes az ICAM-
-1-et vagy az LFA-1 més természestes ligandjat expresszalé

sejtek azonositésara, és

(b) kimutatjuk az LFA-1 alfa-alegyseget.

A taldlmény vonatkozik tovébba olyan gyulladésos
folyamat kimutatésénak és lokalizélésanak diagnézisara al-
kalmas eljardsra, amely egy feltételezhetben gyulladésos
eml8sben a specifikus védelmi rendszer vélaszabol ered, azzal

jellemezve, hogy

(a) a beteg egy szOvetmintdjét az ICAM-l1-et vagy az
LFA-1 mds természetes ligandumat expresszalo sejt
azonositadsara képes, kimutathatéan jelzett LFA-1 alfa-

-alegységet tartalmazé készitménnyel inkubaljuk, és



(b) kimutatjuk, az LFA-1 alfa-alegyseget,.

A taldlmény vonatkozik tovabbs olyan gyulladésos
folyamat kimutatédsdnak és lokalizélésénak diagnéziséra
alkalmas eljérésra, amely egy feltételezhet8en gyullada-
sos emlB8sben a specifikus védelmi rendszer vélaszébdl ered,

azzal jellemezve, hogy:

(a) a beteg egy szdvetmintédjét olyan nukleinsavat
tartalmazé készitménnyel inkubdéljuk, amely keépes
az LFA-1 alfa-alegység DNS-szekvencidjéhoz és az
LFA-1 alfa-alegység egy génjének mRNS szekVenciéjé-
hoz kotédni, és a kdtd8dés alapjén képes 2z ICAM=1-
-et vagy az LFA=1 més természetes ligandumat expresz-

sz4lé sejt azonositasara,

A taldlmény vonatkozik tovébbs olyan gyulladasos
folyamat kimutatdsanak és lokalizélésénak diagnéziséra al-
kalmas eljédrédsra, amely egy feltételezhetGen gyulladésos
emlésben a specifikus védelmi rendszer vélaszébél ered,

azzal jellemezve, hogy:

(a) a beteg egy szdvetmintajat az ICAM=-l1~-et vagy az
LFA-1 m&s természetes ligandumdt expresszélo sejt
azonositédséra képes, kimutathatéan jelzett LFA-1
alfa-alegységet tartalmazé készitménnyel inkubaljuk,

és



(b) kimutatjuk az LFA=1 alfa~alegységet.

A talsdlmény vonatkozik tovébba az ICAM-1-et vagy
8z LFA-1 mds természetes ligandumdt expresszalé daganatsej-
tek jelenlétének és‘helyének diagnosztizdlésara alkalmas
eljérédsra olyan betegben aki feltételezhet8en ilyen sej-

tekkel rendelkezik, azzal jellemezve, hagy:

(a) a betegnek olyan készitményt adunk be, amely az
ICAM=1-hez vagy az LFA~1 més természetes ligandu-
méhoz kapcsolédni képes kimutathatéan jeldlt ligan-
dumot tartalmaz, a ligandum lehet az LFA-1 alfa-
-alegysége vagy az LFA-1 alfa-alegységének funkcio-

nadlis szérmazéka, és

(b) kimutatjuk a kot6dé ligandumot,

A talsdlmany vonatkozik tovébba az ICAM-1-et vagy
az LFA-1 mds természetes ligandumdt expresszdl6é daganat-
sejtek jelenlétének és helyének diagnosztizdlésdra alkal-
mas eljarédsra, olyan betegben aki feltételezhetfen ilyen

sejtekkel rendelkezik, azzal jellemezve, hogy:

(a) a beteg szbvetmintadjat olyan készitménnyel inku-
béljuk, amely az ICAM-1-hez vagy az LFA-1 mé&s ter-
mészetes ligandumdhoz kapcsoldédni keépes kimutat-

hatéan jeldlt ligandumot tartalmaz, a ligandum



lehet az LFA~1 alfa-alegysége vagy az szarma-

zeka ' es .

(b) kimutatjuk a kdtéd6é ligendumot, amely a szbvet-

mintdban 1évé ICAM-1-hez kapcsolédva talalhatd,

Az &brék révid leirésa

Az 1, &bra mutatja az LFA-1 alfa-alegység triptikus
peptidjeinek forditott fézisu HPLC-s elvédlasztésdt, Az elu-
4lést 280 nm-en (alsé profil) és 214 nm-en (felsd profil)
mért optikai denzitédssal kdvetjik, A ponttal jelzett pep-
tideket fehérje mikroszekvenaldsnak vetettiik ala, A pro-
filon keresztiil huzédé vonal az acetonitril sz4zalékat mu=-

tatja.

A 2, &bra az LFA-1 alfa-alegység cDNS klénok restrik-
cidés térképét mutatja, a restrikcids helyek jelzése:
Ball (Bl), BamHI (B), BglII(Bg), Clal (C), EcoRI (R)
HincII (H). Nrul (N), PstI (P), Scal (Sc) és Smal (S).

A nyilak a szekvendladsi stratégidt mutatjék.

A 3, dbra az LFA-1 alfa-alegység nukleotid-
~szekvencidjat és az ebbél szérmaztatott aminosav szek-
vencidjét mutatja, A triptikus peptidek és a transzmembran
régié szekvencidjat vastag illdave &érnyékolt vonallal huz-

tuk ala, A feltételezett szerinfoszforilezési helyek be
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be vannak keretezve., A 3-nem transzl4lédé régidéban
1év8 aldhuzott nukleotidok egy Alu szekvencidnak felel-

nek meg.

A 4, &brén az LFA-1 alfa-alegység bels$ ismétlddé
szakaszainak illesztését latjuk., Az illesztett ismétll-
dések felett a konszenzus kisérd szekvencidkat latjuk, mig
a konszenzus kétértékia kation-két6 helyet és az eldzlleg
leirt kdété-helyeket alul mutatjuk., Ceillag jelzi, hogy egy-

nél tébb oxigén vesz részt 8 kation-k&tésben,

Az 5., édbridn a humén LFA<1 alfa-alegységnek az in-
tegrin szupergén..csaldd mas tagjaival valamint & régcsélod
LFA-1 alfa-alegyseégével vald illeszkedését latjuk, Az LFA=1
~ben és legalédbb egy integrinben azonos csoportok be van-
nak keretezve., A leukocita inszert -teriilete figyelemre
méltd, A kétértékis kationkét6 helyeket tartalmazd homolog
ismétl6déseket héromszdgek jelzik, Az ECM receptor alfa-
~alegységében 1lévdé protedz hasitdsi helyeket nyilak jelzik,

A transzmembran régidé alad van huzva,

A 6, &br.én az LFA-1 alfa-alegység L doménjének
a von Willebrand faktorban 1évé homolég doménnel vald

illeszkedését és Osszehasonlitdsét latjuk,
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A 7, &brén az L doménnel homoldg domének evolu=-

cidés kapcsolaténak, sematikus adbrézolédsat latjuk,

Az el6ny6§ megvaldeitési médok leirdsa

I. Az LFA-1 csalédba tartozdé leukocita adhézids

fehérjék természete

A hérom leukocita adhézidés fehérje, a Mac-1
p150,95 és LFA-1 k{ilonbbznek egyméstdl funkcidjukban és
a leukocita szubpopulédcidkban valé expressziéjukban, A
Mac-1 és p150,95 fehérjék neutrofilekben és monocitékban
expresszdlédnak [Springer, T.A, et 8l,, Biochemistry of
Macrophages (CIBA Symposium 118); Pitman, London, 102-126,
old, (1986)1, A vér monocitédk szdveti makrofégokkad valo
differencidldédésa sorén a p150,95 expresszidja nagymérték=-
ben megn6 a Mac-1 expresszidja pedig lecsdkken, [Schwar-
ting, R, et al,, Blood, 65, 974~983 (1985). Hogg. N, et
al., Eur., J, Immunol,, 16, 240-248 (1986)1. A p150,90
bizonyos tipusu aktivédlt T és B limfocitdkban is expresszé-
16dik, de nem expresszalédik ezekben a sejtekben, ha a
sejtek a vérbsn vannak [Kaligaris-Cappio, F, et al,, Blood,
66, 1035-1042 (1985); Miller, L. J, et al,, J, Immunol,
137, 2891-2900 (1986); Keizer, G.D, et al,, J. Immunol,
138, 3130-3136 (1987)1.

A Mac-1-et €a a p150,95~-et kering® neutrofilek

€s monocitdk intracellulédris vezikuléris kompartmentjei
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expresszdljék, a sejt felszinére gyulladédsi folyamatban
résztvevd medidtorok mobilizdljédk (Todd, R.F, et al,,

J. Clin, Invest, 74, 1280-1290 (1984); Springer, T. A.

et al,, In, Biochemistry of Macrophages (CIBA Syposium
118), Pitman, London, 102-106, old, (1986); Lanier, L.L,

et al,, Eur., J, Immunol,, 15, 713-718 (1985); Yancey, K,B.
et al,, J. Immunol, 135, 465-470 (1985)1, Ez a mobilizécid
korreldl a megndvekedett tapadéképességgel [Anderson, D,C.,

et al,, Ann, Rev, Med, 38, 175-194 (1987)].

A Mac-1 vagy p150,95 elleni monoklonélis
antitestek gétoljédk a neutrofil aggregécidt és az endote-
lidlis sejtekhez valdé tapadast, valamint a fshérje~boritott
feliiletekhez, baktériumokhoz, protozoa parazitdkhoz és
gombékhoz tapadast [Harlan, J, M, et al,, Blood 66, 167-178
(1985); Springer, T. A, et al,, In Biochemistry of Macro=-
phages (CIBA Symposium 118), Pitman, London, 102-106, old.
(1986); Dana, N, et al,, J, Immunol,, 137, 3259 (1986);
Bullock, W,D, et al,, J., Exper, Med,, 165, 195-210 (1987);

Mosser, D. M, et al,, J, Immunol,, 135, 2785-27838 (1985)1.

A Mac-1 az iC3b komplement komponensnek is
receptora [ Beller, D,I, et al,, J, Exper, Med,, 156,
1000-1009 (1982)1. A detergensben ocldott Mac-1-rél és
p150, 95-r61 kimutatték, hogy képesek az iC3b Sepharose-hez

két6dni [ Micklem, K, J., et al,, Biochem, J, 231, 233-236
(1985)1.
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Az LFA=-1 minden leukocitén megtalélhatod,
kivéve a makrofégok egy alcsoportjat. Monocklondlis anti-
testtel végzett blokkoldsi vizsgalatok kimutattak, hogy
az LFA-1 fontos a T-limfocitdkat magéba foglald puszti-
t4dsban, a T segit8 limfocita vélaszokban @ természetes
pusztitdsban €s az antitest fliggdé pusztitésban [Springer,
T.A. et al.,, Ann, Rev, Immunol., 5, 223-252 (1987)1. A
célsejtekhez valé tapadds egy olyan lépés, anelyet az
LFA=1 ellenes antitestek gédtolnak. A funkciondlis vizs-
gédlatok azt sugalljék, hogy az LFA-1 szémos ligandummal
kélcsbnhatésba 1lép, amelyek kdz®il az =gyik az ICAM=1

[Rothlein, R, et al,, J. Immunol, 137, 1270-1274 (1986)1.

Néhany citotoxikus T limfocita klénrél azt
taldltak, hogy hasonld mennyiségben expresszél p150,95-06t
¢s LFA-1~et, Az LFA=~1 és p150,95 alfa-alegységek elleni
monoklondlis antitestek hasonldé mértékben gétoljék az ilyen
CTL klénok pusztitd hatését ¢s g&tléd hatdsukban additivak
[Leizer, G.D, et al,, J, Immunol,, 138, 3130-3136 (1987)l.
Tovédbba, a p150,95 alfa-alegységek elleni antitestekrdl
kimutattdk, hogy gétoljék a monociték endotéliumhoz vald
tapadésat [Keizer, G.D, et al,, Eur. 3J. Immunol,, 17,

1317-1322 (1987).
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II, Az LFA-~1 alfa-alegység kldnozésa

A kiildnbbz8 médszerek kdzizl barmelyiket hasznal-
hatjuk az LFA-1 alfa-alegység klénozédséra, Az egyik ilyen
médszer szerint a cDNS inszertekst (amelyek LFA-1 alfa
alegységet expresszdlé sejtbSl szérmaznak) tartalmazd in-
gézé-vektor génkényvtérat vizsgalunk at, Ezt a vizsgélatot
ugy hagjuk végre, hogy sejteket transzfektalunk a vektor-

ral, majd vizsgaljuk az LFA-1 alfa-alegység expresszidt,

Az LFA-1 alfa-alegység klénozésénak egy elé-
ny6s médszere sorén meg kell hatérozni az LFA-1 alfa-
~alegység molekulénak, vagy a molekula egy triptikus
peptidjének aminosav sorrendjét, A feladat végrehajté~
sahoz elénydsen az LFA~1 alfa-alegység molekuldkat a
termeld sejtekb8l tisztitjuk, monoklonalis antitest
affinitéds-kromatogréfidval, majd preparativ natrium-
~-dodecil-szulfét poliakrilamid gélalektroforézissel
("SDS-PAGE" ) és elektroeluciéval izoléljuk [Miller, L,

J, et al,, J. Immunol,, 138, 2381-2383 (1987)1, Az alfa-

-alegység molekulékat brémciénnal, vagy protedzokkal, ugy-

mint papainnal, kimotropszinnel vagy tripszinnel frag-

mentaljuk [Oike, Y., et al,, J. Biol, Chem., 257, 9751~

~-9758 (1982); Liu, C. et al,, Int, J, Pept, Protein Res.,
1, 209-215 (1983)1.

-----
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Az alfa-alegységet elénydsen proteolitikusan, tripszinnel
emésztjik. A kapott peptideket forditott fazisu HPLC~vel
szétvdlasztjuk és aminosav sorrendjiket meghatarozzuk,
Ennek a munkédnak a végrehajtdsdhoz a fehérjgt eldnydsen
automatizalt szekvenatorral analizaljuk, Habdr lehetséges
a LFA=1 alfa-alegység teljes aminosav-szekvencidjénak
meghatérozdsa, elfnyds, ha a molekula peptid-fragmentjei-
nek szekvenciajét hatdrozzuk meg. AzLFA-T alfa-alegyseg

egy eldnyds elfdllitasi forrisa az SKW3 sejtvonal,

Egy peptid aminosav-szekvencidjat a tovébbiak-~
ban az altaldnosan haszndlt hdrombetiis jelzéstkkel irjuk
le, vagy az egybetiis jelzésiikkel, Ezeknek & hérombetis

és egybetlis jelzéseknek a listajat kézikdényvekben megta-

l4lhatjuk L[pl, Biochemistry, Lehninger, A, , Orth Publishers,

New York, N.Y, (1970)1, Ha egy szekvenciat vertiddlisan
listéznak ki, akkor az amino-termindlisnak a lista tete-
jén kell lenni, a karboxi-terminélisnak pedig a lista
aljdn, Hasonléan, ha horizontélisan listdzunk, akkor az
amino-termindlisnak a baloldali végen kell lennie, mig

a karboxi-termindlisnak a jobboldali vegen,

Az aminosavakat -egy peptidben két8jelekkel le-
het elvalasztani., Ezeknek a két6jeleknek kizdrélag az a
céljuk. hogy megkdnnyitsék egy szekvencia bemutatésat.

Teljesen illusztrativ példaként a kévetkez6 aminosav

ooooo



szekvencia:

~Gly-Ala-Ser-Phe=
azt jelzi, hogy a Gly karboxi-csoportjéhoz egy Ala cso-
port kapcsolédik €és egy Ser csoport kapcsolédik az Ala cso-
port karboxi-csoportjahoz és a Phe csoport amino-csoport-
jéhoz, A jeldlés mutatja tovabba, hogy az aminosav-szek-
vencia a Gly-Ala-Ser-Phe tetrapeptidet tartalmazza, A jelod-
lésnek nem célja, hogy az aminosav-szekvencisat erre a
tetrapeptidre korlatozza, de szdndék szerint magéba fog-

lalja

1) a . tetrapeptidet, amelynek amino vagy
karboxi végéhez egy vagy tdbb aminosav
kapcsolédik

2) a tetrapeptidet, amelynek mind az amino,
mind a karboxi végéhez egy vagy tdbb amino-~
sav kapcsolédik,

3) a tetrapeptidet, amely nem Turtalmaz tovébbi

aminosavakat,

Ha egy vagy tdbb megfeleld peptid fragment
szekvencidjat meghataroztuk, megvizsgadljuk az ezek ko~
doldsara képes DNS szekvenciakat, Mivel a genetikai
kéd degeneradlt, egynél tébb kodont haszndlhatunk egy
bizonyos aminosav kdédoldsdra [Watson, J, D., In, Mole=-
cular Biology of the Gane 3rd. Ed. W.A, Benjamin, Inc.

Menlo Park, CA, 356-357, oldal (1977)1l. Analizaljuk a

ceve
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peptid-fragmenteket hogy meghatarozzuk azokat -az
aminosav szekvencidkat, amelyeket a legkisebb degene=~
réciés fokkal rendelkezd oligonukleotidok hatéroznék

meg, Ezt eldnydsen ugy hajtjuk veégre, hogy olyan szekven-
cidkat azonositunk, amelyek csak egyetlen kodon. dltal ké-
dolt aminosavakat tartalmaznak,

Jéllehet néha egy aminosav szekvencidt egyet-
len oligonukleotid hatéroz meg, gyakran az aminosav szek-
vencidt sok hasonld oligonukleotid koézGl barmelyik meg-
hatdrozhatja.Fontos, hogy j6llehet a csoport mindegyik
tagja koédolja a kivélasztott peptid-fragmentet, és igy po-
tencidlisan ugyanazt & oligonukleotid szekvenciat tartal-

mazza mint a peptid-fragmentet kédold gén, a csoportnak

-----

csak egyetlen tagja tartalmazza a gén nukleotid szekvencia-

jédval azonos nukleotid szekvencidt. Mivel ez a tag jelen
van a csoportban és kepes a DNS-hez hibridizalédni a cso-
port tobbi tagjdnak jelenlétében is, ezért lehetséges az
oligonukleotidokat szétvalasztés nélkiil, ugyanugy hasznél-
ni, mintha egyetlen oligonukleotidot haszndlnénk, a pep=-

tidet kédoléd gén klénozédséra.

Egy megfelel8aligonukleotidot vagy oligonukle-
otid csoportot, amely képes arLFA-1 alfa-alegység frag-
mentjét kédolni (vagy egy ilyen oligonukleotiddal vagy -
oligonukleotid csoporttal komplementer) azonositunk (a

fent leirt eljardst alkalmazva), megszintetizdlunk és a
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szakterileten ismert médon DNS-hez, vagy elfnydsebben az
LFA-1 alfa-alegység génjeének expressziéjéra képes human
sejtbdl szérmazé cDNS~hez hibridizélunk. A nukleinsavak
hibridiz4ldsét tdbb szakkdnyben is leirjak [Maniatis,

T. et al,, In: Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbaor Léboratorias, Cold Spring Harbor,

NY (1982); és Haymes, B,D, et al,, In: Nucleic Acid Hybri-
dization, A Practidél Approach, IRL Press, Washington,

DC (1985)1, amelyekre a tovébbiakban hivatkozni fogunk.

A haszndlt DNS vagy cDNS forrést elénydsen feldusitjuk

LFA -1 alfa-alegység szekvencidra nézve, Az ilyen dusitést
legkdnnyebben ugy végezhetjiGk, hogy olyan cDNS-t haszna-
lunk, amelyet LFA~1 alfa~-alegységet nagy mennyiségben terme-

18 sejtb8l izoldlt RNS-bS1l &llitunk elS.

A leirt, vagy azokhoz hasonlé technikakkdl si-
keresen klénoztédk a humén aldehid-dehidrogendéz geént
[Hsu, L,C,, et al,, Proc, Natl, Acad. Sci, USA, 82, 3771~
3775 (1985)1, a fibronektint [Suzuki S, et al,, Eur, Mol.
Biocl, Organ., J. , 4, 2519-2524 (1985)1, a humédn &sztrogén
receptor gént [Walter, P, et al,, Proc, Natl, Acad, Sci,
USA, 82, 7889-7893 (1985)1, a mzdveti plazminogén aktiva-
tort [Pennica D. et al,, Nature, 301, 214-221 (1983)]
és a humdn placenta alkalikus foszfatdz c DNS~-t [Kam,
W, et al,, Proc, Natl, Acad, Sci, USA, 82, 8715-8719

(1985)1.

Lxy



A genetikai kédot haszndlva .[Watson, J. D.,
In,: Molecular Bi&logy of the Gene, 3rd, Ed., W.A,
Benjamin, Inc., Menlo Park, CA (1977)1 egy vagy ﬁgbb
kilonbozd oligonukleotigtlehet azonositani, amelyk ko=
ztl bérmelyik képes azLFA-1 alfa-alegység triptikus
peptidjét kédolni, Annak valdszinfségét, hogy egy adott
oligonukleotid valéban azonos az aktudlis LFA=-1 alfa-
-alegységet kédoldé szekvencidval, azon az alapon becsiil-
hetjok meg, hogy figyelembe vessziik az abnormélis bazis-
parosoddsi kapcsolatokat és azt a frekvencidt, amellyel
egy'adott kodon egy éukariéta sejtben az adott aminosav

kédolésdra felhasznidldédik, Ilyen "kodon-hasznositdsi sza-

bdlyokat” Lathe R, és munkatédrsai irnak le [J, Molec,

.....

Biol,, 183, 1-12 (1985)1, A Lathe-féle “kodon-hasznositasi

szabdlyokat" hasznilva egyetlen oligonukleotidot, vagy
egy oligonukleotid céoportot azonositunk, amely az elmé-
letileg "legvalészintibb”, aLLFAeJ alfa-alegyséééripti-
kus peptid szekvencia kédoldséra képes nukleotid szekven-

ciét tartalmazza,

Az elméletileg "legvaldészinibb" oligonukleotidgt

tartalmazé oligonukleotid csoportot vagy oligonukletidot,

amely képes aiLFA -1 alfa-alegység fragmentek kédolédséara,

hasznaljuk egy olyan komplementer oligonukleotid vagy oli=-

gonukleotid csoport azonositdsédra, amely képes a"legvalé-

sziniibb* szekvencidval vagy szekvencia-csoporttal hibri-



z41lni, Egy ilyen komplementer szekvencidt ~tartalmazé oligo-
nukleotidot hasznélﬁatunk prébaként azLFA-1 alfa-alegység
gén azonositéséra s izoldlésée [Maniatis, T. et al.,
Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Har-

bor Press, Cold Sring Harbor, NY (882)1,

Igy, dsszegezve, @LFA -1 alfa-alegység peptid
szekvencidnak aktudlis azonositésa lehetdvé teszi az olyan
elméletileg, "legvaldsziniibb” DNS szekvencia vagy szekven=
ca-csoport azonositésat, amely ilyen peptidet képes kédol-
ni, Az ezzel az elméleti szekvencidval komplementer oligo-
nukleotid elfallitiséaval (vagy egy olyaﬂ%ligonukleotid-cso-
port el84llitdsédval, amely komplementer a "legvaldszinabb”
oligonukleotid csoporttal), olyan DNS molekuldt (vagy BNS
molekuldk csoportjat) kapunk, amely képes prébaként mGkodni

ar LFAa1 alfa-alegység gén azonositdsaban és izoldlédsdban,

A “legvalészinibb" LFA-1 alfa-alegység tripti-
kus peptidet kédolo szekvencidkkal komplementer egyszélu
oligonukleotid molekulédkat az atlagos szakértelemmel rendel-
kez8 szakember szémara ismert el jérdsokkal szintetizdljuk
[Belagaje, R, et al., J. Biol. Chem, , 254, 5765-5780

(1979); Maniatis, T. et al,, In: Molecular Mechanismus in

1
the Control of Gene Expresszion, Nierlich, D, P, et al,, Eds.

Acad. Press, NY (1976); Wu, R, et al., Prog. Nucl, Acid

Res. Molec, Biol, ,21, 101-141 (1978), Khorana, R, G.,



Science, 203, 614-625 (1979)1. A DNS szintézist e~

mellett még automatizalt szintetizdtorral is végezhe tjak,

Az LEA-1 alfa-alegység génjét olyan eukaridta
DNS prepardtumokbdl &llithatjuk elé, amelyekrdl felté-

telezzGk, hogy tartalmazzdk ezt a gént,

AzZLFA-1 alfa-alegység fehérjét kédoldé gén
azonositdsa és klénozdsa céljébdél egy DNS vagy cDNS klon-
tdrat vizsgdlunk &t abbdl a szempontbél, hogy kepes-e a
fent leirt oligonukleotid prébdkkal hibridizalni, Megfe-
lelS DNS prepardtumokat (példéul humén genomidlis ONS)
énzimatikusan emésztiink vagy random médon tdrdeliink eés re-
kombindns vektorokba ligélunk. Ezutén azt vizsgéljuk, hogy
ezek a rekombinins vektorok mennyire képesek a fent leirt
oligonukleotid vektorokkal hibridiz&lédni, A hibridizalasi
eljdrdsok leirdsat megtaldljuk példéul a kévetkezd szak-
kényvekben: [Maniatis T, et al,, Molecular Cloning, A La-
boratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY., (1982), vagy Haymes, B,T. et’al.,, Nucleic Acid

Hybridization a Practical Approach, IRL Press Oxford, Eng-

.....

land (1985)1., Az ilyen hibridizécidéra képes vektorokat vizs-

géljuk tovébb, hgy meghatdrozzuk a benniink lév@ LFA-1 alfa-

~alegység szekvencidk méretét és természetét, Statiszti-
kai mengntolésok'alapjén egy olyan gént, mint amely pel-
ddul az LFA1 alfa-alegység molekulat kédolja, egyértelmien
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azonositani kell (hibridizécidés screeninggel) egy csak

18 nukleotidot tartalmazé oligonukleotid prébaval,

A klénozott Mac-1 alfa-alegység gént, ame-
lyet a fenti médszerrel kaphatunk meg, mGkddéképesen egy
expressziés vektorhoz kapcsoljuk, majd egy prokariéta vagy
eukariéta sejtbe juttatjuk be a Mac-1 alfa-alegység fehér-
je elB4llitdséra. Az ilyen manipuldcidk technikajat a Ma-
niatis féle kézikényvben taldljuk meg leirva, és jol is-

r

mertek a szaktaraleten,

III. Az LFA.1 alfa-alegyséqg expresszaldsa

A jelen talédlmény eredete, legalédbbis részben,
a LFA<1 molekula alfa-alegységét kédold cDNS szekvencia
felfedezése, Ezt a szekvenciat, vagy ennek a szekvencianak
egy fragmentjét egy funkciondlis promoterhez kapcsolva,
lehatséges a Mac-1 alfa-alegységének (vagy ennek egy funkcio-
ndlis szarmazékanak) expressziéjat létrehozni egy sejtben

vagy egy szervezetben.

Egy nukleinsav molekuldrél, példéul DNS=-rél
akkor mondjak, hogy "képes expresszdlni” egy fehérjet, ha
olyan nukleotid szekvencidkat tartalmaz, amelyek transz-
kripcidés és transzlécids R —~szabdlyozasi
informacidkkal rendelkeznek, és ezeket mikddd8képesen
polipeptidet kédolé nukleotid szekvenciskhoz kapcsol juk,

A mikdéd6képes kapcsolat olyan kapcsolat, amelyben a sza-
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balyozé DNS szekvencidk és az exgresezdlni kivént szekven-

cidk a gén expresszi6jét lehetdvé tevd kapcsolatban vannak,

A gén expresszidjdhoz sziikséges szabéiyozé régiok pontos
természete szervezetrd8l szervezetre valtozhat, de alta-

laban tartaimaz egy promoter régiét, amely a prokaridétak
esetében tartalmazza mind a promotert (amely az RNS transz-
kripcidjénak inicidcidéjét irdnyitja), mind azokat a DNS
szekvencidkat, amelyek RNS-gsé atirva jelzik a fehérje-szin-
tézis kezdetét., Az eukaridta sejtekben 1lév8 szabdlyozd szakaszok
4ltaldban az RNS-szintézis iniciidciédjdhoz elegendd promoter

régidét tartalmazzik,

Két DNS szekvencidrdél (azaz egy promoter régiéd
szekvencia és egy LFA=-1 alfa-alegység-kdédoloé szekvencia)
akkor mondjék, hogy miikGdésilg &ssze vannak kapcsolva, ha

a két DNS szekvencia kézdtti kapcsolat természete olyan, hogy

1) nem eredményez frame-shift mutécidt,

2) nem gédtolja a promoter régidé szekvenciénak
azt a képességeét, hogy irdnyitsaca LFA -1
alfa-alegység~kédoldé szekvencia transzkrip-
cidjat, vagy

3) nem gatoljaoxr LFA~-1 alfa-alegysidkédolé szek-
vencidnak azt a képességét, hogyla promoter=

-régié szekvenciardl é&tirhatd,
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Egy promoter régié tehdt akkor kapcsolédik mi-
kédésileg egy DNS szekvencidhoz, ha a promoter képes az em-

litett DNS szekvencia transzkripciéjét befolyésolni,

A jelen talédlmany tartalmazza azLFA-1 alfa-al-
egység (vagy ennek funkcionadlis szarmazéka) expresszidjéat
akdr prokariéta, akdr eukariéta sejtekben, AzLFA=1 alfa-
-alegység (vagy ennek funkciondlis szarmazéka) prokariéta
sejtekben (azaz, példdul E,coli, B,subtilis, Pseudomonas,
Streptomyces, stb,) valé expresszidjdhoz az szikseges, hogy
alLFA'-1 alfa-alegységet kédold szekvencidt mikddésileg kap-
csoljuk egy mikédéképes prokariéta promoterhez. Ezek a pro=-
moterek lehetnek konstitutivek, vagy elénydsebben szabi-
lyozhaték (azaz indukdlhaté vagy derepresszdlhatd). A konsti-
tutiv promoterek kozé tartozik a lambda bakteriofag int
promotere, a pBR322 béta-laktamaz génjenek bla promoters,
a pBR325 kloramfenikol acetil-transzferdz génjének CAT pro-
motere, stb, Az indukélhaté prokariéta promoterek kézé tar-
tozik példaul a lambda bakteriofég f& jobb és baloldali promo-

tere (PL és PR), az E, coli trp, recA, lacz, lacI és gal pro-

motere, a B, subtilis alfa-amildz [Ulmanen, I. et al.,

J. Bacteriol,, 162, 176-182 (1985)]1 és szigma-28 specifikus
promotere [Gilman H,I, et al,, Gene, 32, 11-20 (1984)1, a
Bacillus bakteriofagok promoterei [Gryczan, T. J,, In: The
Molecular Biology of the Bacilli, Academic Press, Inc., NY,

(1982)1 és a Streptomyces promoterek [Ward, J. M, et al.,

Mol, Gen., Ggnet,, 203, 468-478 (1986)].



A prokariéta promotereket dsszefoglalja Glick, B.R, [J.
Ind. Microbiol., 1, 277-282 (1987)1: Cenatiempa, Y, [Bio=-
chimie, 68, 505-516 (1986)1 és Gottesman, S. [Ann., Rev,

Genet, 18, 415-442 (1982)1,

Egy prokariéta sejtben a megfeleld expresszié-
hoz a gént kédold szekvencidtél upstream riboszémdlis kdt-
helyre van sziikség. Ilyen riboszémédlis koétShelyeket ir le
példéul Gold, L, et al,, [Ann. Rev, Microbiol, 35, 365-404
(1981}1.

Ha eukaridéta sejtben van szitkség expressziora,
példéul élesztb8ben, fonalas gombdkban, eml8s sejtekben vagy
névényi sejtekben, akkor az ilyen eukariéta sejtben transz-
kripcié irédnyitéséra képes promotert kell hasznédlni. Az
el8nybés eukariéta promoterek kozé tartozik az egér metallo-
tionein I gén promotere [Hamer, D, et al,, J, Mol. Appl,
Gen., 1, 273-288 (1982)1; a Herpes virus TK promotere
[McKnight, S., Cell, 31, 355-365 (1982)]1; az SV40 korai pro-
moter [Benoist, C, et al,, Nature (London,) 280, 304-310
(1981)1; az élesztl gal4 gén promotere L[Johnston, S.A,
et al,, Proc, Natl, Acad., Sci., (USA), 79, 6971-6975 (1982);
Silver, P,A, et al,, Proc, Natl, Acad, Sci., (USA), 81,
5951-5955 (1984)1,

Amint 8 széles kérben ismert, az eukaridta mRNS

transzléciéja az elsd metionint kédoldé kodonndl kezdddik.



EbbSl a szempontbél elényds, ha biztositjuk, hogy a
kapcsolat olyan iegyen egy eukaridta promoter és egy
LFA~1 alfa-alegységet (vagy ennek funkcionédlis széirma-
zékat) kédolé DNS szekvencia kézdtt, hogy ne tartalmaz-
zon kdzbeesd, metionin kédolésdra képes kodont, (azaz
AUG~-t), Az ilyen kodonok jelenlétének eredménye vagy
fuzidés fehérje keletkezése (ha az AUG kodon az LFA-1-at
k6dolé DNS-sel azonos leolvasdsi fazisban van), vagy
frame-gshift mutécié (ha az AUG kodon nincs a8 LFA=-1-at

kédolé szekvencidval azonos leolvasdsi fézisban),

Ha a& LFA-1 fehérjét (vagy annak funkcionélis
szarmazekat) kédolélDNS szekvencidt mgkdédésileg egy
fokciondlis promoterhez kapcsoljuk, a kapott strukturét
eldnySsen szdmos kilonbdézd mdédszerrel, juttathatjuk be
a befogadd sejtbe: transzformécidval, transzfekcidval,
konjugédcidéval, protoplaszt-fuzidval, elektroporicié-

val, stb,

/& LFA-1 alfa~-alegységet kédold szekvenciat
és a vele mﬁkédéﬁileg 6sszekapcsolt promotert a befo-
gaddé sejtbe bejuttathatjuk nem-replikdlédé DNS (vagy
RNS) molekulaként, ami lehet linedris molekula, vagy
eldnydsebben egy kovalensen zart cirkulédris molekula.
Mivel az ilysn molekuldk nem képesek az 6ndllé szapo-~

roddsra, ezért a LFA-1 alfa-alegység polipeptid expresszi-
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6ja a.beJuttatott szekvencia id8leges (tran_ziens)
expresszi6jénak kdvetkezmeénye. EgY masik lehetdség szerint
4llandé expresszié jdhet létre, ha a bejuttatott szekven-

cia beépadl a gazdaszervezet kromoszéméjaba,

A bejuttatott szekvencidt elénydsen a gazda~-
szervezetben ©nédllé replikaciéra képes plazmid vagy virus
vektorba épitjiik be, Erre a célra szamos ktilonbdz6 vektor
kézul valaszthatunk, Egy bizonyos plazmid vagy virus vek=
tor szelekci6éjdban a kdvetkezd fontos faktorokat veszik
figyelembe: milyen kdnnen lehet a vektort tartalmazdé be-
fogadé sejteket felismerni, és elk&loniteni azoktél a be-
fogadé sejtekt8l, amelyek nem tartalmazzak a vektort, a
vektor példanyszéma egy adott gazdasejtben; ¢és sziiks ég
van-e a vektor "ingdztatdséra®, kalonbozd fajba tartozé
gazdasejtek kdzdtt. Azeldnyds prokariota vektorok kézé tar-
toznak a plazmidok, példéul azok, amelyek képesek E,coli-
ban replik&lédni (pBR322, ColE1, pSC101, pACYC184, §TvX, stb,)
Ilyen plazmidokat ir le példéul Maniatis, T. et al,,

[Inh. Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring
HarBor Press, Cold Spring Harbor, NY (1982)1. A Bacillus
plazmidok kdzé tartozik példéul a pC194, pC211, pT127, stb,
Ezeket a plazmidokat Gryozan, T, foglalja Gssze [In: The
Molecular Biology of the Bacilli, Academic Press, NY
(1982), 307-329, old.l.
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Megfeleld Streptomyces plazmid a pIJ101 [Kendall,

K, J. et al,, J. Bacteriol, 169, 4177-4183 (1987)1, és
megfeleldk a strepéomyces bakteriofégok, példdul a @C31
[Chater, K.F. et al,, In: Akadémiai Kiadé, Budapest,
Hungary (1986), 45-54, oldall. A Pseudomonas plazmidokat
John, J. F. és munkatédrsai foglaljék 6ssze LRev, Infeét.
Uis., 8, 693-704 (1986)1 valamint Izaki, K, [Jpn. I, of

Bacteriol, 33, 729~742 (1978)1,

Az elénybds prokariéta plazmidok kdzé tartozik
példéul a BPV, vakcinia, Sv40, 2 mikronos, stb, vagy ezek
szdrmazékai [Botstein, D, et al,, Miami Winter Symp., 18,
265-274 (1982)1; Broach, J. R,, In: Tﬁe Molecular Biology
of the Yeast Saccharomyces: Life Cycle and Inheritance, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 445-470
old, (1981); Brach, J. R., Cell, 28, 203-204 (1982);

Bollen, D, P. et al,, J, Clin, Hematol, Oncol, 10, 39-48
(1980); Maniatis, T., In: Cell Expression, Academic Press,

NY, 563-608, old, (1980)1.

IV. ALFA -1 alfa-alegyséqg, vagy fragmentjeinek

R hasznélata

A jelen talédlmény térgya az LFA-1 receptor mo-
lekula alfa-alegységének nukleinsav és fehérje- szekven=-
cidja. Ez a felfedezés lehetbveé teszi a rekombinédns DNS~

technolégia alkalmazdsat az LFA-1 alfa-alegyseég molekula
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616411itdséban. Amint azt az aladbbiakban twébb targyal-

juk, a jelen taldlmény egyik megvaldesitési médja, lehetd-~

veé teszi az LFA-1 ﬁolekula alfa-alegységének dnmagdban valo
alkalmazdsdt gyulladéscsdkkents szerként, Az egyik eldnyéds
megvaldsitdsi méd szerint az LFA~1 molekula slfa-alegységét
a béta~-alegységgel kombinacidban haszndljuk, Ezeket a kombi=-
nadcidkat szémos k(ilonb6z8 mdédszerrsl el6 lehet &llitani,
Példdul az LFA-1 béta alegységét az LFA-1 alfa-alegységtll
ki1lon 8llitjuk eld, majd a két molekuldt Osszekeverjiik., Az
azonban eldényds, ha az LFA~1-nek mind az alfa-, mind a bé-
ta alegységét ugyanabban a gazdasejtben allitjuk eld, hogy
megkénnyitsiik spontén LFA-1 heterodimer molekulékba szerve-
z8désiiket, Az LFA-1 béta-alegységét (amely kdzds az LFA-1-~
ben és Mac-1-ben), akar kémiai szintézissel, akér rekombi-~
néans DNS technikédval [Kishimoto, T.K, et al,, Cell, 48,
681-690 (1987)1 4llitjuk eld, Az LFA-1 béta alegységének
klénozésdt a 019,440 sorszdmu Amerikai Egyesiilt Allamok-beli
szabadalmi bejelentésben irjék le (1887 februdr 26, a be-

jelentés napja), amelyre a tovébbiakban hivatkozunk,

A jelen taldlmény egyik része az LFA-1 recep-
tor-molekula alfa-alegysége nukleinsav és fehérje szekven=-
cidjanak felfedezésére vonatkozik, Ez a felfedezés lehetdvé
teszi a rekombindns DNS technolégia hasznédlatat az LFA=-1
alfa-alegység funkciondlis szarmazékainak eldbéllitdséra,

amelyek a sejt-tapadés antagonistaiként mgkddhetnek., Amint



azt a tovébbiakban hasznéljuk, a "sejt-tapadés anta=-
gonistaja" kifejezés jelentése bédrmely olyan molekula,
amely képes megakaddlyozni 4 sejt-sejt vagy sejt-szubez-
tratum Osszetapaddsst. Lehetséges annak meghatédrozésa,
hogy egy adott vegyiilet antagonista-e ha leukocitaknak en-
dotelidlis sejtekhez tapadésdt vizsgédljuk, A leukocita
aggregécié vizsgélatdra alkalmas mdédszereket ismerteti
példdul Anderson, D.C, et al,, [J. Immunol,, 137, 15-27
(1986)1 és Keizer, G, D, et &, , [Eur, J, Immunol, 17,
1317-1322 (1987)1, ezekre a tovébbiakban hivatkozunk,

A sejtitapadés antagonistéit gyulladédscedkkentd anyagok-

ként lehet haszndlni,

Amint a tovédbbiakban hasznaljuk az LFA=1
alfa—alegyégének "funkciondlis szérmazéka" olyan vegyiilet,
amely olyan biolégiai aktivitdssal rendelkezik (akar
funkciondlis, akar szerkezeti), amely lényegét tekintve
hasonlé az LFA-1 alfa-alegység bielégiai aktivitdshoz,

A biolégiai aktivitdshoz tartozik példéul, hogy képes-e
az ICAM-1 vagy a Mac-1 természetes ligandumainak megkb-~
tésére, vagy képes-é megkétni az LFA csalédba tartozd
glikoproteinek béta-alegységeit, Az ilyen megkOtes

gétolja az adhézidval kapcsolatos eseményeket, példéul
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a limfocitak kapcsoléddsdt az endotél sejtekkel,

antigén-bemutaté sejtekhez vagy célsejtekhez,

Egy molekulédrdél akkor mondjuk, hogy
"lényegében hasonlé"egy mésik molekuléhoz, ha mind-
két molekulénak lényegében azonos a szerkezete, vagy
ha a két molekuldnak lényegében hasonldé & biclogiai
aktivitdsa, Az LFA-1 alfa-alegység "funkcionalis
szérmazékai" kozé tartoznak sz LFA-1 alfa-alagység-
nek mind a fragmentjei, mind a varidnsai, Az"LFA-1
alfa~alegység fragmentje"” szakkifejezés jelentése
a molekula bérmely polipeptid t&redéke, Az "LFA-1
alfa-alegység varisnsa" szakkifejezés jelentése egy
olyan molekula, amelynek szerkezete lényegeében hason~-
16 vagy a teljes molekuldhoz, vagy annak egy fragment-
jéhez, feltéve, hogy a "variédns" legaléabb egy olyan
biolégiai aktivitéssal rendelkezik, amely az LFA-1 alfa-
-alegység egy bioldgiai aktivitésdhoz hasonlit, vagy
az LFA-1 alfa-alegység egyik aktivitésat gatolja.
Igy, feltéve, hogy egy molekula legalébb egy olyan
biolégiai aktivitdst hordoz, amely vagy hasonlitaz LFA-1
agyik aktivitésdhoz, vagy gétol egy ilyen aktivitést,

az LFA-1 alfa-alegység egy "variénsénak" tekiﬁtjﬁk,

ooooo
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amint ezt a kifejezést az aldbbiakban hasznaljuk,

akkor is, ha az 'egyik molekula egy vagy tdbb olyan
aminosavat tartalmaz, amely nem taldlhaté a mésik mo-
lekulsban, vagy ha a két molekula, am_inosav sorrend-

je nem azonos, Igy példdul, ha egy vegyliletb6l hiany-
zik (vagy a vegyfilet tartalmaz) egy vagy tSébb amino-
sav(at), amely megtaldlhaté (vagy hiényzik) a mas ik
LFA-1 alfa-alegység vegyiiletben (vegyiiletb6l), akkor

a vegyiletet az LFA-1 alfa-alegységének tekintjik, ha

a vegyiiletaz LFA-1 glfa~-alegysége biolégiai aktivitésé~
hoz hasonlé (vagy azt gatold) biolégiai aktivitédssal
rendelkezik, A "biolégiai aktivités"” szakkifejezés szan-
dékai szerint magébafoglalja mind a "katalitikus" mind

a "szerkezeti" aktivitdst (azaz azt a képességet, hogy
megkoét mds molekuldt, példéul az ICAM=-1-et, & Mac-1 bé~
ta alegységét, az anti-alfa-alegyseg LFA-1 antitestet,

vagy a Mac-1 més természetes ligandumét, stb.)

A taldlmény térgya eljdréds az LFA-1 molekula
alfa-alegység funkcionalis széarmazékainak elfallitasara.
Az ilyen szérmazékok el6dllitésdhoz, csak az LFA-1 alfa-
-alegységet kédolé DNS-t, RNS~t vagy (elénybsen) a cDNS~-t
kell mutagenizélni. A mutagenizie lehet random vagy haly-

specifikus. A mutagenezis lehet tovébba spontén vagy indukalt,



kémiai radioaktiv vagy rekombinédns technikdk alkalma-
zédsaval,

A jelen talédlmény oltalmi koreébe tartozdnak
véljaok tovabba azokat a szarmazekokat, amelyekbdl bizo-
nyos aminosavak hiényoznak, vagy amelyek megvéltoztatott
aminosavakat tartalmaznak, mindaddig, amig az ilyen szédr-

mazékok a sejtes adhézidét fokozzék vagy gétoljék.

A kémiai mutagének kézé tartoznak a bdzis-
~analégok (ugymint példdul az S5-brém-uracil vagy 2-amino=-
-purin); a dezamindld &dgensek (ugymint példdul a salétro-
mos sav, hidroxilamin, stb,) az alkildlé anyagok (ugymint
példaul a metil-metdn-szulfondt, nitrozo-guanidin stb,)
vagy az interkalaléds anyagok (ugymint példdul az akridin-
~oranzs, etidium-bromid, pszoralén, stb.). A sugdrzissal
indukdlt mutdcidkat ultraibolya fénnyel, gamma-, réntgen=-
-sugdrzédssal, stb, dllithatjuk eld, A nukleinsav mole-
kuldk mutagenizdldsédnak technikdit a kdvetkezd helyeken
taldljuk meg Osszefoglalva: Miller, J.H, [In: Experiments
is Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, NY (1972)1 és Silhavy, 7,3, et al,, [In:
Experiments with Gene.Fusions. Cold Spring Harbor Labo-

ratory, Cold Spring Harbor, NY (1984)],

A helyspecifikus mutagenezist haszndlhatjuk
arra, hogy & LFA-1 alfa-alegységet kédold nukleinsav ki~

vént pontjain specifikus mutdcidékat hozzunk létre., ROvVi-



-----

den, az ilyen eljérésokhoz éltalédban szitkség van a

kivédnt és meghatédrozott szerkezettel rendelkezd DNS
szekvencia (ocligonukleotid) kémiai szintézigére., Az i-

lyen oligonukleotidok szintézisére szolgdld eljdrésockat
Kakura és munkatdrsai irjék le [Ann, Rev. Biochenm,, 53,
323-356 (1984)1, AszA-1 alfa-alegység fehérjét, vagy
annak funkciondlis szdrmazékdt kdédold nukleinsav mole=~
kulét &ltaldban olyan kétszadlu vektorban. klénozzuk,
ugymint M13-ban, ©@X174-ben, stb,, amelyeknek a szdlait

el lehet védlasztani egymdstél, A vektor egyik szdlat ez-
utédn a szintetikus oligonukleotid jelenlétében inkubdl-
Juk, Mivel az oligonukleotid DNS-e ellendrizhetSen megha-
tdrozott, ezért lehetséges olyan oligonukleotidot el6&l-
litani, amelyik a LFA=~1 alfa-alegységet kédold nukleinsav
barmelyik régiéjéval képes bazis-parokat képezni, Ha a b~
zigpdrok létrejottek az oligonukleotid és az egyszdlu plaz-
mid k6zott, akkor lehetséges aﬂgligonukleotid meghosszab-
bit4dsa DNS-polimerdzzal, kétszdlu DNS-molekuldkat létrehoz=-
va, amelyeket utédna DNS ligézzal kdthetiink 6ssze, Ha ezt

a kétszdlu DNS molekuldt bejuttatjuk egy sejtbe, akkor a
szemikonzervativ DNS-replikécié eredményeképpen olyan utdd-
molekuldk keletkeznek, amelyekben az oligonukleotid frag-
ment beépilt a LFA-1 alfa-alegységet kdédold szekvenciéd-

ba,



A jelen talélmény szerintiLFAﬁj‘alfa-al-
egységet va annak funkcion&lis szérmazékait egy mdsik
médszer szerint szintetikus kémiai uton 4dllithatjuk elf,
a peptid-szintézis joél ismert Méfrifield vagy mas techni-
k&t haszndlva., Egy mdsik mdédszer szerint ezeket a moleku-
1dkat a nukleinsav molekuldk kémiai szintézisével is elé-
4llithatjuk (példdul a foszfodiészter-szintézis technika-

val), amelyek expresszidja a kivant terméket eredményezi,

igy,ha valaki aLFA -1 kédolé szekvencia egy

meghatdrozott pontjén pontmutécidét akar bevinni és kiils6
DNS-t, vagy egy ilyen szekvencidban normalisan eldforduléd
nukleotidokat ki akar hagyni (delécids muténs) akkor olyan
oligonukleotidokat kell tervezni, amely tartalmazza a ki~
vént mutdcidt vagy szekvenéiét, és a fenti eljdrést végre
kell hajtani., Ahhoz, hogy ilyen mutécidt vagy kiils8 DNS
szekvencidt bevigyink aiLFA -T alfa-alegység egy meghatdro-
zott pontjéra, a mutéciéf vagy a k{ils6 DNS-szekvenciat o=
lyan kisér8 DNS-szekvencidkkal kell kdérdlvenni, amelyek
| komplementerek a mutagenizdlni kivént régidé DNS szekvencié-
jéval, [Jenkins, F, et al., Bicessays, 5, 244-247 (1986);
Doerfler, W,, Angew, Chem, Int. Ed, Engl, 23, 919-931
(1984); Kaina, B. Biol Zentralbl. 99, 513-531 (1980);

Kunkel, Proc. Natl, Acad, Sci (USA), 82, 488-492 (1985);



Nisbet, I.T. et al., Gene Anal, Tech,, 2, 23-29 (1885);
Hines, J. C. et al., Gene, 11, 207-218 (1980);

Messing J. et al,, Nucl, Acids Res.,, 8, 309 (1981)1,

Mutécidkat a rekombinéns DNS technika alkalma-
zéséval is 916 lehet 4llitani, Példdul egy LFA-~1 alfa-
-alegységet kédolé nukleinsav molekuldt végig lehet
vizsgdlni, tartalmaznak-e restrikcids endonukledzok &l-
tal felismert szekvencidkat, Az ilyen endonukledzokat le-
het arra haszndlni, hogy a felismerési helyhknél speci-
fikusan elhasitsak a nukleinsavat., Olyan restrikcidés endo-
nukledzt hasznalva, amely két pontot ismer fel (és ott
vdg is) az  LFA~1-et kédold szekvencian lehetséges egy
fragmentet kihasitani a LFA-1 éifa-alegységet kédold szek-
vencigbdl, Mas magoldés szerint erre a célra két kaldnbdzé
restrikciés endonukledzt lehet hasznélni, Az elhasitott
molekuldt DNS ligdz jelenlétében inkubdlva, lehstséges az
LFA-1 alfa-alegységet kédolé szekvencidt ujbél dsszeligél-
ni egyetlen szekvencidva (amelyb8l hidnyzik a kivégott
fragment), Ha a LFA-1 alfa~alegységet kédold szekvencian
nincs megfeleld restrikciés endonukleéz felismerési hely,
akkor ilyen helyeket a fent leirt helyspecifikus mutagene-

zigssel lehet bejuttatni a szekvencidkba,

Mutdcidkat mas médszerrel ugy juttathatunk be,

ha a LFA-1 alfa-alegységet kédolé szekvencidt elhasitva,



a szabad végekét egy exonukledzzal -kezeljik. Ilyen ke~
zeléssel nemcsak delécidk,  hanem frame-shift és mas
tipusu mutdciék is bevihetdék, Ez a technika arra is al-
kalmas, hogy a LFA-1 alfa-alegységet kdédolé szekvencid-
ba uj restrikciés endonukledz szekvencidkat juttassunk
be. A restrikciés endonukledzok, DNS-ligdzok és exonukle-
dzok hasznédlatidnak médszereit példadul Maniatis, T, és
munkatédrsai foglaljék Gssze [Molecular Cloning, A Labo-
ratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring

Harbor, NY (1982)1.

A rekombinédns technikét arra is hasznadlhatjuk,
hogy a LFA-1 alfa-alegység fehérjéb8l (vagy annak funkcio-
ndlis szédrmazékadbdl) és egy uj polipeptidbdl &l1lé fuzids
fehérjét dllitsunk eld, Ez az uj polipeptid nem korléatozé=-
dik egy kivalasztott polipeptidre és tartalmazhat egyet-
len aminosavat, vagy aminosavak csoportjat, permutdcidjat,
Az ilyen fuziés molekuladkat ugy &llithatjuk eld, hogy az
uj polipeptidet kdédoldé DNS szekvencidt egy, a LFA-1 alfa-
~alegységet vagy funkciondlis szdrmazékdt kédold DNS-szek-
vencidhoz ligdljuk olymédon, hogy ne keletkezzen frame-
-ghift mutdcié, A LFA-1 alfa-alegységhez vagy funkcioné-
lis szérmazékédhoz fuzionéltathaté polipeptidekre elfnyés
példak kézé tartoznak példédul az eukariéta vagy prokarid-

ta szigndl szekvencidk [Gilbert ,W, et al.,, 4 411 994 sor=-
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szému Aperikai Egyescilt Allamok-beli szabadalmi le-
irds; Casadaban, M, et al,, Proc, Natl, Acad, Sci,
(USA), 76, 4530-4533 (1979)1, vagy olyan polipeptidek,
amelyek megndvelik (vagy lecsdkkentik) a LFA-1- alfa-
-alegység (vagy annak funkciondlis szérmazéka) stabi-
lit4dsat, biolégiai fél-életidejét vagy aftivitését. A
gén-fuzidk médszerének egy kivaldé osszefoglaldjét ad-
jék Silhavy, T. J. és munkatdrsai [Experiments with

Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring

Harbor, NY (1984)1.

Antitesteket (fdleg monoklonidlis antiteste-

ket) gerjeszthetiink aLFA -1 alfa-alegység vagy a rekom-

bindns LFA-1.alfa-alegység fragmentjeivel végzett immun-

izdcibs vélasszal, Az ilyen antitesteket hasznalhatjuk

ec sa

arra, hogy megakadédlyozzuk néhdny leukociténak az endote-~

1idlis sejtekhez kapcsolédédsdt, igy gyulladéscsdkkentS
anyagokként haszndlhatjuk,

A fent leirt médszereket haszndlva a LFA=1
alfa-alegység fragmentjeit elédllithatjuk és megvizsgal-
hatjuk hogy meghatdrozzuk, vajon antagonistéi-e sejt-ta-
paddsnak, A sejt-tapadas antagonistdjédnak taldlt frag=-
menteket a jelen talalméany szerint gyulladdscsdkkentd

anyagként haszndlhat juk.
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A jelen taldlmény részben abbdl a felfede-
zésb8l szarmazik, hogy a leukocita-szubsztrat adhézid és
a leukocita-endotelidlis sejt-tapadés az LFA-1 receptor
molekuldt magdban foglald kélcsdnhatésokbdl szdrmazik,
Mjvel celluldris adhézidéra van sziikség ahhoz, hogy ezek
a sejtek a gyulladéds helyére véndaroljanak és/vagy a
gyulladéshoz hozzajérulé kiilénbdz8 effektor funkcickat
hajtsanak végre, ezért az ilyen celluldris adhéziét gat=
16 anyagok gyengitik vagy megelézik a gyulladést. Az LFA-1
receptor molekula jelen van a leukocita sejtek felszinén,
Az ilyen sejteknek endotélislis sejtek egysejtes rétege-

hez vald tapadését az LFA-1 molekula befolyésolja.

Az LFA-~1 molekulaknak a természetes ligan-
dumaikkal (pl., ICAM=1, stb,) valdé kélcsdnhatédsa kiildnGsen
fontos a sejt-tapadésban, A tapadési folyamaton keresztil
a limfociték folyamatesan képesek ellenérizni, hogy egy
4llatban van-e idegen antigén, J6éllehet ezek a folyamatok
4ltalsban kivénatosak, ezek okozzdk a szerv-kilokédeést &t-
(iltetés utsén, aiszévetétﬁltetés utdni kilokédést és szé=-

mos autoimmun betegséget., Tehét barmely médszer, amely

képes legyengiteni, vagy gétolni a sejtek tapadésat, nagyon

kivénatos az &t(ltetett szervet, szdvetet kapott betegek-

nél, vagy az autoimmup betegeknél,

Az ezeket a koélcsbnhatédsokat antagonizalé

v ooes
.
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amyagok nagyon alkalmasak gyulladéscsdkkentd anyagok-
nak emldsdkben, Lényeges, hogy ezek az anyagok abban
kiilonbdznek az 4ltaldnos gyulladédscsékkentd anyagoktol,
hogy képesek szelektiven gétolni az adhézidét, nincs
mellékhatédsuk,mint példéul a szokésos anyagok@él telédlt
nefrotoxicitde, Az LFA-1 vagy ICAM-1 alfa-zlegysegéhez,
vagy az LFA=1 molekula més természetes liganduméhoz
kapcsolédni keépes anyagok hasznédlhaték a szerv- vagy szd-
vet-kildk8dés megakaddlyozdséra, a graft versus host
betegség megakadélyozdséra (azaz a gazdaszervezet szbvetenek
kilék8dése, amelyet az 4tiiltetett csontveld vagy més lim=-
focita-tartalmu vagy azt gensrald szévet okoz), vagy az
autoimmun valaszok médositdséra, a sejthez kétdtt LFA=-1-
-gyel interferédlva a mellékhatésokt6l vald félelem néel-
kitl (példdul a sejthez kotdétt ligandumédval vald kdlcsdn=-
hatds, stb,)

Fontos, hogy az ilyen molekulék felismer =~
sére képes anyagok haszndlata lehetévé teszi, hogy még
eltérd HLA-val rendelkez6 egyének kdzbdtt is lehessen szerv-

dtiltetést végrehajtani,

Azok az anyagok, amelyek gétoljédk az LFA=-1
receptor molekuldnak a természates liganduméhoz vald
ké6tb6dését, képesek tehdt gétolni az Bsszes fent leirt

LFA-1 dependens funkcidt, Ezek az anyagok tehdt a jelen



taldlmény szerint lehetnek gyulladascsdkkentd anyagok.

Az ilyen anyagok kdzé tartozik az LFA-1 alfa-alegyse€g,

az LFA-1 (azaz az alfa- és béts-alegyseéghbdl &1l1l6 hete-
rodimer molekula), valamint a Mac-1 alfa-alegységhez,
vagy ennek az alegységnek a fragmentjeihez kapcsolédni
képes antitest. Az dsszes ilyen anyagot a jelen talélméany
szerint lehet haszndlni, A jelen taldlmény szerinti gyul-
laddscebkkentd anyagok képesek a specifikus védelmi rend-

szer reakcidja &ltal okozott gyulladéds kezelésére,

Az alébbiakban a "specifikus védelmi rend-
szer" szakkifejezés az immunrendszernek arra a komponen-
sére vonatkozik, amely epecifikus antigénsk jelenlétében
reagdl, Az ilyen sejtek k6zé tartoznak a limfociték és
makrofagok. A gyulladésrdél akkor mondjék, hogy a spe-
cifikus védelmi rendszer vélaszédbél szédrmazik, ha a gyul-
laddst a specifikus védelmi rendszer okozza, kdzvetiti,
vagy azzal &ll kapcsolatban, A gyulladéds példai, amelyek
legaldbb részben a speci ikus védelmi rendszer vélaszabdl
erednek, a kdévetkez8k: antigénekre, példaul rubella virus-
ra adott valasz, autoimmun betegségek, késleltetett tipusu
tulérzékenységi vaélasz, amelyeket T-sejtek kdzvetitik
(amint azt peéldaul olyan egyénekben latjuk, skik a
Mantaux tesztben pozitivak), atiiltetett szerv vagy szlOvet

kilékdédése, graft versus host betegség . (azaz a gazda-
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szervezet szdvetének kildék6dése, amelyet csontveld vagy
mds limfocita-tartalmu vagy azt generdld szdvet &tijl-
tetése okoz) stb. Az LFA-1 alfa-alegység és funkcion&lis
szarmazékainak az a képessége, hogy antagonizélja az ilyen
gyulladésos reakcidkat, az adja az alapot gydgyészatban
valé felhaszndlasukra krénikus gyulladédsos betegségek e€s
autoimmun betegségek kezelésében, példéul lupus erythema=-
tosus, antoimmun tirorditisz, kisérleti allergiéds inkefalo-
mislitisz (EAE), szklerdézis multiplex, a cukorbetegség

néhény forméja, Reynaud szindréma, reumatcid artritisz,stb,

Mivel az LFA~1 olyan sejtekben expresszé-~
1lédik, amelyek képesek az endotelidlis szdvethez képcso-
16dni, ezért az LFA-1 alfa-alegység vagy az LFA-1
(alfa~- és béta-alegység) betegeknek vald beaddsa lehetl-
séget kindl az endotelidlis szdvet léthétévé tételére,
Emellett az az eljérés diagnosztikai informécidval is
szolgél a léthatdvéd tett szdveten meglévd LFA=1 recep;
tor molekula kété-ligandumainak mennyiségérdél és elosz=-
lésarél, Ilyen alkalmazéds esetén az LFA-1 alfa-alegyseégeket

(vagy az LFA-1 alfa-béta receptor molekuldkat) kimutathatdan

megjeldljitk radicaktiv izotdépok, affinitdsi jelek (pl,biotin,



avidin, stb,) fluoreszcens jelzések, paramdgnese atomok
stb, felhasznaldsaval, Az ilyen jelzések bevitelére alkal-
mas eljdrdsok j6l ismertek a szakteriileten, Az antitesteket
(vagy ezek fragmentjeit) kimutathatdan megjeldlhetjik
radicaktiv izotdpok, enzimes jelzeések, fluoreszcens jel-
zések, paramégneses jelzések, elektron=-siiriség jelzések,
toxin jelzések, stb, felhasznéldsdval, Az eldnyds toxin
jelzések kozé tartozik a di. ftéria-toxin, ricin és a
kolsra-toxin, Az ilyen jelzett molekuldk adagcldsa egy be=~
tagnek azonositja a gyulladésos teriiletsket., Az ilyen ki=-
mutathaté jelzéseket a beteg immun-rendszere éllapoténak
vizggdlatdra.-is felhaszndlhatjuk, Az antitestek klinikai
alkalmazdsat a diagnosztikai képalkotdsban a koévetkezd
szerz6k foglaljék 6ssze: Grossman, H,B, [Urol, Clin, North
Amer,, 13, 465-474 (1986)1, Unger, E.C, et al,, [Invest
Radiol, 20, 693-700 (1985)1 és Khaw B,A, et al, [Science,

209, 295-297 (1980)1.

A monocitéknak az a képessége,hogy spontén
vdndorolnak a gyulladésos teriletekre, a LFA-1-t61- fiigg
[Keizer, G.D, et al,, Eur, J, Immunol, 17, 1312-1322 (1987)1,.
Az ilyen viandorlést gétolhatjuk, ha a betegnek Mac-1 alfa-

~alegységet vagy Mac-1-et (alfa- és béta-alegység) adunk,

Hasonldéképpen, a —leukocitiknak azt a

képességét, hogy az endotelidlis sejtekhez tapadnak,
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LFA-1-t81 fugg6nek taldltédk, A jelen talalmany szerinti
barmely gyulladdscsdkkent8 anyag haszndlhatd az ilyen

aktivitasok gatléséra.

Az ICAM=-okat (példdul az ICAM-t+=) bizonyos
humén virusok felismerik (példéul a fétipusba tartozod
rinovirusck, amelyek megkdtik az ICAM-1-et), Ezek a viru-
sok a felismerés kévetkeztében két8dnek a humén sejtekhez,
ezzel kdzvetitik a virus-fertbzést., Tehdt a virédlis meg-
betegedések etioldégidjéban kdzponti lépés ezen sejtrecep~

torok és a virus kézétti kdélcsbnhatés,

Azok az anyagok, amelyek elnyomjék, versen-
genek vagy gétoljék a virusnak azt a képességét, hogy egy
ICAM molekuladhoz kapcsolodjanak, felhaszndlhaték a virélis

(f6leg rinovirdlis) fertdzés kezelésében,

A jelen taldlmany egyik szempontja tehat
az LFA-1 alfa-alegységnek vagy ennek funkciondlis szér-
mazékainak az a képessége, hogy az ICAM-1-gyel kélcstnha=-
tésba lép, ¢és ezzel vagy megekaddlyozza a sejt~virus Ossze-
tapadést és a virus-fertlzést, vagy legyengiti vagy meg-

sziinteti az ilyen fertdzés erbsségét, idétartamét,

A jelen talalmény széméra kitldénGsen érdekesek
az LFA-1 alfa-alegységének funkciondlis szarmazékai, ugy-
mint az LFA-1 alfa-alegység vizoldhaté forméi, az LFA-1

alfa-alegység fragmentjei, stb., Az ilyen anyagokat a beteg-
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nek heterodimer formadban adjdk be, amely a molekuléat
a CD-18 csaladba tartozé béta-alegység egy molekulajéval
egyltt tartalmazza, A virus-fertSzés fent leirt celjat
elérhetjiik egyetlen anyaggal, illetve egy vagy té6bb anyag
kombindcidjaval,

A virusfert8zés kezeldse celjébél a fent
leirt, a jelen talédlmény szerinti anyagot (anyagokat) a
betegnek példéul intranazélis médon olyan dézisban adjuk
be, amely lehetdvé teszi, hogy az anyag(ok) elnyomja,
versengjen vagy gétolja a virusnak egy ICAM molekuldhoz
valé kotddéseét,
Egy ilyen dozis &ltalédban (minden egyes beadott anyagra
vonatkozéan) 0,01 pg/kg testsulytél 1 mg/kg testsulyig
vdltozik, habdr kisebb vagy nagyobb mennyiségek is hasz-
nalhatdk,

Virusfertdzés kezelése céljdbdél az ilyen anyag-
(ok) adagolasat végezhetjuk "profilaktikusan®, vagy "toré-
pigsan”. Profilaktikus alkalmazas esetén az anyagot (anya=-
gokat) el8re beadjuk példdul a fertézés elltt, kdzben
vagy rdéviddel utdna, de a virusfertbzés szimptémdinak meg-
jelenése eldtt, Az anyag(ok) profilaktikus adagolésa a
bekdvetkez8 fertdzés legyengitését vagy megakaddlyozdsat
szolgélja. Terédpids adagolds esetén az anyagot (anyagokat)
az aktudlis virusfert8zés egy szimptémdjénak megjelenése=-

kor (vagy réviddel utdna) adjuk be (ugymint példéul a virus-
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~induk4lta orrfolyéds megjelenése, stb, vagy a virus ki-
mutatdsa a testfolyadékokban, vagy a fertézdtt beteg
szérumaban a virussal szembeni antitestek kimutatasa,
stb.). Az anyag(ok) terdpids adagolédsa az aktudlis fer-
t8zée legyengitését szolgdlja, ezzel csdkkentve erbssé-

gét vagy idStartamét,

V., Ay LFA-1 alfa-alegység adagolasa

Al LFA-1 alfa-alegység terépids hatdsait elér-
hetjﬁk; ha a betegnek a LFA-1 receptor molekuldt {alfa-
- és béta-alegységak), a teljes LFA-1 alfa-alegység mole=
kuldt, vagy ezeknek bérmely, terdpidsan aktiv funkcloné=-
lis szdrmazékat adjuk be. Ezeket a molekuldkat elé-
dllithatjuk szintetikusan, vagy arekombindns DNS techno-
légia felhasznadldsdval, Az LFA~1 receptor, vagy alfa-alegy-
ség fragmentjeit emellett proteolizissel is elS&llithat-
juk, Ezeknek a molekuléknak a terapiss eldnyeit fokozhat~-
juk funkcdondlis szérmazékok haszndlatéval, amelyek hozza-
adott plusz aminosavakat tartalmaznak a hordozéhoz valo
kotd8dés fokozdsdra vagy az aktivitds ndvelésére,

A jelen talédlmény szerinti molekuldkrol azt
mondjuk, fogy “természetes szennyezdanyagoktol lényegeben
mentesek”, ha az 8ket tartalmazd készitmények lényegében

mentesek azoktdél az anyagoktdél, amelyeket ezekben a terme-
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kekben normalisan, természetesen megtalalunk,

A jelen talédlmény szerinti terdpids hatédsu
molekuldk adagolésa esetén a beadott anyag dézisa vélto-
zik, a beteg kordtél, sulydtol, magass4dgatél, szemétdl,
4ltalanos orvosi 4llapotatél, elbzetes kértérténeté~
t8l, stb, fiiggben.

A betegnek &ltaldban eldnydsen 1 pg/kg=t61
10 mg/kg-ig (a beteg testsuly-kilogrammja) terjedd tarto-
ményba esd dézisu LFA =1 alfa-alegységet (vagy annak funkci-
onalis széarmazékat) adunk, jéllehet alacsonyabb vagy ma-

gasabb dézist is hasznélhatunk,

A jelen taldlmany szerinti molekulékat a be=-
tegeknek beadhatjuk intravéndsan, intramuszkulédrisan, szub-
kutén, enterdlisan vagy pasrenteralisan, Az adagolds lehet

folyamatos infuzidé illetve egyszeri vagy ismételt bolus.

A jelen taldlmény szerind gyulladéscsdkkents
anyagokat a gyulladas elnyomaséra alkalmas mennyiségben
kell beadni a betegeknek. Egy mennyiségrél akkor mondjuk,
hogy elegendd a gyulladés elnyomdséra, ha az anyag dézisa
az adagolds utjalehetdvé teszi a gyulladas csckkentését vagy
megakadédlyozésdt, A jelen taldlmény szerinti gyulladés-
csokkentd anyagokat beadhatjuk a gyulladds megkezdddese
el6tt (hogy elnyomjuk a feltételezett gyulladdst), vagy a
gyulladas megkezdddése utén,



\ cses veos oo g v

[
L1 * e 8 L 1]

- 53 =

Egy készitményrdl akkor mndjuk, hogy “gyégyd=~
szatilag elfoQadhaté“, ha adagolésat a beteg elviseli,
Egy ilyen anyagrdél akkor mondjuk hogy "terédpidsan hatdsos
mennyiségben” adagoljuk, ha az adagolt mennyiség fizio-
légidsan szignifikdns, Egy anyag akkor szignifikédns fizi=-
olégidsan, ha jelenléte a beteg fiziolégidjédban kimutatha=-
té valtozédst eredményez, A jelen taldlmény szerinti mole-
kuladkat a gyégydszatilag elfogadhaté készitménysk eldallita-
séraismert mdédszsrekkel formulézhatjuk, agikoris ezek az
anyagok vagQFunkcionélis szarmazékaik gydégydszatilag elfo-
gadhaté hordozéval vannak elkeverve, kombindlva., A megfeleld
hordozékat és formuldldsukat, beleértve més humdn fehérjéket,
példdul a humén szérum=-albumint, megtalZlhatjuk a Remington’s
Pharmaceutical Sciences cimii kézikdényvben [16, kiadéds, Osol,
A., ed,, Mack, Easton, PA (1980)1. Hggy hatékony adagolés
céljédra alkalmas gydégydszatilag hatékony készitményt hozzunk
létre az ilyen készitmények tartalmazzédk ar LFA1 alfa-al-
egység terdpidsan hatédsos mennyiségét, illetve a fragmentek - -
vagy funkciondlis szarmazékok terdpidsan hatdsos mennyise-

gét, megfeleld mennyiséglh hordozé anyaggal egydtt.

A hatds iddtartaménak szabdlyozésara tovébbi
gyégyszerészeti médszerek hasznédlhaték, Szabdlyozott felsza-
badulédsu készitményeket ugy allithatunk eld, hogy polimereket
haszndlunk azLFA -1 alfa-alegység, fragmentjei vagy funkci-

ondlis szérmazékai komplexének eldallitdsdra, vagy abszor-
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bedlédsara. A szabdlyozott felszabaduldst ugy valésithat=-
juk meg, hogy megfelelS makromolekulékat (példéul poli=-
észterek, poli-aminosavak, polivinil-pirrolidon, etilén-
-vinil-acetdt, metil=celluléz, karboximetil-celluldz vagy
protamin-szulfat), a makromolekuldk megfeleld koncentrécid-
jat és a megfeleld beépitési médszert valasztjuk a kiszaba-
duléds szabalyozédséara, Masik lehetséges médszer a hatas idé=~
tartamanak szabalyozdsdra a szabdlyozott kibocsétds esetén
az LFA-1 alfa-alegység molekulék, fragmentjeik vagy funkcio-
ndlis szarmazékaik beépitése, polimer részecskékbe, amelyek
anyaga poliészter, poli-aminosavak, hidrogélek, poli (tej-
sav) vagy etilén-vinilacetat ko§polimerak. Egy mésik mdédszer
szerint, ahelyett hogy ezeket a; anyagokat polimer részecs-
kékbe foglalnanak, lehetséges ezeknek az anyagoknak mikrokap-
szulakba zAarédsa, amelyeket elfallithatunk példéaul koacer-
vacids technikakkal vagy hatérfeliileti polimerizédcidval,
példéul hidroximetil-celluldz vagy zselatin~mikrokapszulék-
ba és poli-(metil-metakrilét) mikrokapszulékba, vagy kolloid
gyégyszer-felszabaduldsi rendszerekbe, példdul liposzdémék=-
ba, albumin mikroszférékba, mikroemulzidkba, nanorészecskék-
be és makroemulzidkban lévé nanokapszulékba, Ezeket a techni-
kdkat Ssszefoglaléan a Remington's Pharmaceutical Sciences
(1980) kdnyvben irjak le,

A talalmany 4ltaldnos leirdsa utédn, a kdvet-

kez8é példédkat adjuk meg illusztralas céljébol, amelyek
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nem korldtozzédk a taldlmény oltalmi kdrét,

1, pelda
Az LFA-~1 alfa-alegység tisztitédsa

Az LFA-1 SKW3 limfocitédk felszinén expresz-
szaldédik, Az LFA-1 alfa-alegység molekuldt SKW3 sejtek-
b6l tisztitjuk monoklondlis antitest affinitéskromatog~
ra fiavael, Miller, J. et al, médszerét haszndlva [J, Immu-
nol,, 137, 2891~2900 (1987), amely cikkra a tovébbiakban
hivatkozunl, A TS/22 monocklondlis antitestet, amely az
LFA=1 alfa-alegysége ellen kész{ilt, megtisztitjuk és CL-4B
Sepharose-hoz (Pharmacia) kapcsoljuk, (bromcién felhasz-
néladsdval), 2 mg AB=~t, 1 ml t61ltdtt dgyra szdmitva, Az
SKW3 sejteket (42,2 g), melyeket az MIT tOrzsgyiijteményé-
b6l szereztiink be, 300 ml lizis pufferben 1iz&ljuk L[Kurzin-
ger, K, et al,, J, Biol, Chem,, 257, 12412-12418 (1982)1,
¢s a lizatumot két 6rén &t 16000 x g-vel centrifugéljuk,
A felGluszét ezutén egymés utén dtbacsédtjuk egy aktivalt és
kioltott CL-4B Sepharose-bdél keészi{ilt elGoszlopon, majd egy
TS1/22 Sepharose oszlaopon. A TS1/22 oszlopot ezutdn mossuk
[Kurzinger, K. et al,, J, Biol, Chem,, 257, 12412-12418
(1982)1, és az LFA-1 alfa-alegységet 50 mM trietil-amin,
0,5 M NaCl, 0,1 4 Triton X-100, 1 mM jédacetamid, 10 U/ml

aprotinin és 0,025 ¥ NaN3 Osszetétel(ls oldattal oldjuk 1le
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(pH = 11,5), majd a pH értékét azonnal semlegesre
éliitjuk. Az LFA=1 alfa-alegységet tartalmazé frakciokat
bsszegytijtjiok, liofilezziik, majd 5 térfogat etanollal
-20 9C-on éjszakén &t térolva kicsapjuk.

A tieztitott fehérjét redukdljuk és alkilez-
ziik [Law, S.K.A, et al,, EMBO J, 6, 915-919 (19871.
Az LFA-1 alfa-alegységnek megfeleld csikot 1 M KCl-dal
tessziik lathatéva, majd kivégjuk és elektroelugljuk
[Pellegrino, M,A, et al,, Clin, Immunol, Immunopath,, 3,
324-333 (1975)1. A tisztitott alfa alegyseget 1iofilez;
ziik és 4 térfogat etanocllal éjszakéan at -20 °c-on kicsap-
juk, A csapadékot ujra felszuszpendédljuk es 1 %-0s trip-
szinnel emésztjuk [Wong W.W, et al,, Proc., Natl. Acad.
Sci, USA 82, 7711~7715 (1985)1. A triptikus fragmenteket
HPLC-vel (Beckman) izol&ljuk C4 forditott fézisu oszlopon
[Vydacl, A peptideket 1 %-o0s trifluorecetsavban kész(lt
0-60 Y-0g acetonitril gradienssel oldjuk le. Neéhany csucsot
ujra kromatografélunk’izokratikusan, a kévetkezd egyen-
let &ltal meghatdrozott kondentréciéju acatonitrilben:

F = (0,9E) -2

ahol F jelentése az az acetonitril térfogatszézalék izo-
kratikus kérilmények kozétt egy peptidre, amely a lineéris

gradienssel E térfogatndl eluédlédott [Lathe, R. et al.,
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J. Molec., Biol,, 183, 1-12 (1985)1. A csucsokat 1,5 ml-
es polipropilén‘csﬁvekben gyijtjok 8ssze, és kisebb mint
SO/ul térfogatra koncentraljuk. Nyolc csucsot vélasz=-
tunk ki mikroszekvenalésra, Az egyik, L64 jeld peptid=-
nek a szekvencidjét hasznsljuk a Lathe és munkatérsai
4ltal javasoltak alapjén [J, Molsc, Biol,, 1-12 (1985)]

egy oligonukleotid megszintetizéléséhoz:
5'-GGGATGTTGTGGTCATGGATGGTGGGCTCAAT=3"’

bsszefoglalva, az LFA-let el8szbr egy SKW3 jeltn T lim-
foma sejtvonal lizétumdbdl izoldljuk monoklondlis anti-
test affinitds kromatografidval, az «-alegységgel szembeni
antitestet haszndlva, Az wm-alegységet tovébb tieztitjuk
preparativ SDS-PAGE-val, és a tisztitott xw-alegységet
tripszinnel smésztjak majd a peptideket forditott fézisu
HPLC-vel izol&ljuk. Kilenc csucs peptid szekvencigjat
hatdrozzuk meg mikroszekvendléssal (1, 4bra), A leg.
alacsonyabb kodon redundancidval rendelkez8 peptid-szek-
vencidt hasznaljuk egyetlen olyan oligonukleotid szek-
vencia meghatarczéséra, amely a leggyakrabban eléfor=-
dulé humén kodonokat tartalmazza [Lathe, R, et al.,

J., Molec, Biol,, 183,1-12 (1985)1. Az LFA-1 alfa~alegy~
ség triptikus peptidjeinek szekvencidjét mutatjuk be

az I, téblazatban,
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Az LFA-1 alfa-slegység triptikus peptidjeinek

szekvenciai
Csoportok Aminosav szekvencia
g95~107 XXDQ(N) TYLSGL (E) YLF
189-210 HMLLL TNTFGA I
254-260 YIIGIGK
405-413 VLLFQEXQG
494-503 GEAITALTXI
541-554 IEGTQVLSGIQXFG
564~576 X(L)E(G)D(V/G)L ADV AV GAE
803-817 KVEMLKPHSETIXVS (T)
929-946 I (E/Q) PS IHNIPXLEAVIXG

A zérbéjelek a bizonytalanségot mutatjédk a szekven=-

ciéban, Az aléhuzott csoportokat haszndljuk oligonukleo-~

tid prébék el8allitédsédhoz,

alapjén szelektélt és PMA-val (forbol-mirisztinsav)

2, példa
cDNS klénozés

Nagyobb mint 2kb méretid inszert beépflése

indukdlt HL-60 sejtekbdl sl6allitott lambda gt 10

kléntarbél 5 x 10

5

rekombindnst [Corbi, A,

et al,,

EMBO J,, 6, 4023-4028 (1987)] szélesztiink 50 000 rekom=-



binédns per 150 mm-es lemez siiriségben, A kléntarat ampli-
fikéljuk [Woo, SﬂL.C., Met, Enzymol.,, 68, 389~-395 (1979)1,
majd nitrocelluldz sziir6lapokat kezeliink Benton and Davis
el6irdsai szerint [Benton, W,D, et al,, Science, 196,
180-182 (1977)1. A sziir6ket elbhibridizdljuk 6 x SSC

[0.6 M NaCl, 0,06 M nétrium=-citrétl, 0,05 % nétrium-fosz~-
fét és nétrium-pirofoszfat, 0,5 x SDS, 1x Denhardt és 100
/ug/ml lazac-sperma DNS Osszetételis oldatban éjszakan &t

42 °C-on., Az oligonukleotidot (szekvenciajét az elézbk=-
ben mutattuk meg) gamma-szP-ATP-vel jeloljiik, polinukleotid
kinazt hasznélva erse a célra, A filterekst éjszakén at
hibridizaljuk az el8hibridizalé pufferben 42 °C-on majd
egymast kévetd8en mossuk 6 x SSC, 0,05 ¥ natrium-pirofosz=-
f4t oldatokkal 15-15 percig 50 °C-on, A filtereket elé-
villantott XAR-5 filmre helyezzik 6-20 érara, Azt a fagot,
amely a kettds filteren jelet adott tarfolt-tisztitdsnak
vetjik alé, majd cDNS inszertjeik méretét agardéz gélelektro-

forézissel hatérozzuk meg.

A 32-tagu oligonukleotid prébat hasznaljuk

husz klén izolédlasédra a méretre szelektalt, PMA-val indu-
kélt mieloid sejtekbdl el6adllitott [Corbi, a, et al,,
EMBO J, 6 4023-4028 (198791 lambda gt 10 10 kléntérbol,
Ezekr6l a sejtekr6l kordbban kimutattdk, hogy az LFA-~1

alegységét szintetizdljak [Miller, L.J, et al,, J. Immunol,,



139, 842-847 (1987)1. Az inszert méretét meghatarozzuk,

és a leghosszabb klént, a lambda 5L5-6t restrikcids tér-
képezzik (2. ébré). Ez a klén tartalmazza az oligonuk-
leotid prébénak megfeleld nukleotid szekvenciadt (85 %-ig
azonos a "legjobb becslés” prébdval). A nukleotid szek-
vencia kdédolja még a triptikus peptidef, amelyet mikro-
czekvendlassal hatéroztunk meg (16 csoportbol 16), amely
magéba foglalja az oligonukleotid prébat, s6t azon tul is
nyulik, Ez a klén azonban nem kdédolja a teljes fehérjet,
mivel az open reading frame-en nem taldlhaté meg az

dsszes triptikus peptid-szekvencia, A lambda 5L5 5' 1,0
kb méretii EcoRI fragmentjét hasznéljuk ujabb 5 x 105 re-
kombindns &tvizsgélésédra, Tovabbi 14 kldént azonositottunk,
és a lambda 3R1, kldén azonos restrikcidés térképpel rendel=~
kezik az &tlapolé régiéban, emellett még egy 1,0 kb mé-
retii 5' fragmentet tartalmaz, Ennek a plusz fragmentnek

a restrikcids térképét is meghatdrozzuk (2. abra).

3. _pelda

Restrikcids térképezése és nukleoctid szekve-

nalas
A kivalasztott klénok restrikcids térképét
kett8s és részleges emésztésekkel hatarozzuk meg [Maniatis

T. et al,, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold



Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY
(1982)1. A restrikcids fragmenteket vagy M13 mp 18 vagy
M13 mp 19 fagba [Messing, J., Met, Enzymol,, 101, 20-78
(1983)1 szubklénozzuk, vagy pGEM-3Z, 4Z, vagy 7Z=be
(Promega), A pGEM-ben a fragmentek delécioit Exonukleaz
I1II-mal vagy S1-gyel készitjak [Henikoff, S., Ggne, 28,
351-350 (1984)1. A szekvendlést a didezoxi terminécids
médszerrel végezzik [Sanger, F, et al., Proc. Natl,Acad,
'Sci. USA, 74, 5463-5467 (1977)1. A kbédold szekvencist,
az 5' és 3' nem transzldlédé régidkat meghatérozzuk,

10G, 83.1, illetve 33.7 szézalékban, mincikét irényban,

Az &tlapoldé cDNS klénok 5139 nukleotidot tar=-
talmaznak (3. ébra), Talalhatd egy 3510 nukleotid hosszu-
sagu open reading frame, egy 94 nukleotid hosszusadgu 5’
nem-transzlalédé régid, ¢s egy 1535 nukleotid hosszusdgu
3’ nem-transzlaldd régid, amely tartalmaz egy pcliadenile-
zési helyet 15 nukleotiddal a poli(A) farck elétt. A 3!
nem-transzl4lédé régidén beliil van egy tipikus Alul is-
métlédés, amely két tandem rckon szekvenciédt tartalmaz,
ezek mindegyikét egy A-ban gazdag szegment hatérolja
[Hardmen, N,, Biochem, J., 234, 1-11 (1986)1. Az Alu szek-
vencia 304 nukleotid hosszu és 78,8%~ban azonos a szo-

kdsos Alu csalad szekvencidjaval,
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4, peélda

Southern és Northern Blot

A Southern blot-ot Corbi, A et al,, leirésa
szerint végezzik [J., Exper., Med,, 167, 1597-1607 (1988)l1.
20 /ug/ml sejt 6ssz-RNS-t izolédlunk SKW3, U937, IB4 vagy
EJ sejtekb8l, 1 %-os formaldehid gélen elektroforetizaljuk,
majd nitrocellulézra vissziik 4t [Current Protocols in Mo-
lecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley-
-Intersciencs, New York). A nylon membrént (Zeta probe,
RioRad) el8hibridizdljuk, majd hibridizs&ljuk 2 x SSC,

1 x Denhardt oldat, 0,1 % SDS ¢és 10/ug/ml hering sperma
DNS Seszetételii cldatban, A lambda 3R1 cDNS kldén 5’ végeé-
rél egy 1,8 kb méreti EcoRI fragmentet jeldliink nick transz-

lacidval majd prdébaként hasznaljuk.

A Northern blot vizsgdlat egy 5,5 kb méreti
mRNS jelenlétét mutatp ki az SKW3, U937 és IB4 sejtekben,
de jel nem detektdlhaté az EJ sejtekben., A sejtben valo
eloszlds jol egyezik a cDNS kldén méretével es az LFA-1
feltileti expressziéjéval. A lambda 2L2 klénbdl szérmazé
1,2 kb méretii 5' EcoRI-BamHI fragment felhaszndlaséval veg-
zett Southern blot aznalizis két, 10 és 8 kb méretii frag=-
menthez hibridiz&lt [Corbi, A, et &l,, J, Exper, Med,,167,

1597-1607 (1988)1. Egy kozmid kléntérbél izoldlt genomidlis



klén tartalmazza ezt e két, azonos hosszuségu fragmentet,
A két fragment egymdssal hatédros, és igazolja, hogy az

LFA-1 agy példényban eldforduld gén,

5, példa

Szamitdégepes elemzés

A homolégia~kereséseket es a szekvencidk illesz-
tését elBsz6r a Microgenie DNA programmal (Beckman),
FASTP-vel (Wilbur and Sigmann) az NBRF és NEW adatbdziso-
kon (National Biomedical Research Foundation, Washington,
DC) valamint FSTP-vel a SWISS-PROT adatbdzison (Bionet)
végeztiitk, Ezeket az illesztéseket optimizaljuk az ALIGN

(NBRF) (5585) és BENALIGN (Bionet) programokkal,

A hidrofobicitést Microgenie DNA programmal,
valamint PEP-PLOT (5792) programmal (University of
Wisconsin Genetics Computer Group) hatédrozzuk meg., Az ami-
nosav-szekvencia hidrofobicitédsi analizise azt mutatja,
hogy az LFA=-1 &-alegység egy tipikus, hidroféb transzmembran,
egy hidrofobicitds szignélszekvencidbdl egy extracellula-
ris doménb8l, egyetlen hidrofdéb transzmembrén régidébdél és
egy révid citoplazmatikus farokbél &ll, A humén LFA-1 N=
~terminalis részét a régcsdld LFA-1 N-terminalisdhoz valé
homalégia alapjén azonositjuk (5. &bra)., A humén LFA=~1
55 %=-ban azonos a ragcsdld LFA-1-gyel az 21s6 20 aminosav-

ban, Az N-termindlis szekvenciét a peptidédz hasités kon=-
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szenzus szekvenciajanak (Ala-X-Ser/Pro) peptidje

elézi meg. A leolvasdsi fézisban hdrom feltételezett
ups_tream transzkripciés inicidcidés hely (ATG) van,

A 89-es nukleotid pozicidban lév8 elsd inicidcids hely
hasznélata &ltaléban [Kozak, M,, Nucl, Acid Res,, 12,
857-872 (1984)1, ennek eredményeképpen egy huszondt tag-
bél 4116 szignédl-szekvencidt kapunk, szémos poléris cso-
porttal az N-termindlishoz k&zel, amelyek jellsmzben meg-
talélhaték a szigndl-szekvencidkban [von Heijne, G., J.
Molec, Biol.,, 173, 243-251, (1984)1. A triptikus pepti=-
dek mikroszekvendlésa sorén meghatérozott mind a 117 a-
minosav megtaldlhaté a transzl41l6dé open reading frame-ben
meger8sitve a cDNS klénok valédisdgat, Az elézbket OGssze-
rakva, ezek a tények azt mutatjék, hogy az LFA~1 alfa-al-
egység egy N-termindlis 29+ aminosav szignél-szekvencia-
val rendelkezik, egy 1063 tagu extracellularis doménnel,
egy 29 aminosavbdl &1l transzmembrén doménnel, valamint
egy 53 aminosavbél 4ll6 C-terminalis citoplazmatikus fa-

rokkal,

Az extracellularis doménben két daab, 49-63
aminosavbél 4116 ismétlddé szakasz taldlhatd, Ezen belsh
iemétlédé szakaszok 1dzdtti bels6 azonosség meértéke €s
statisztikai szignifikanciéja legnagyobb a harom utolsé

ismétl6d6 szakaszndl 24-33 %, p<10-2-t61 < 10-6-ig.



Az utolsd hérom ismétldédés kézponti régidja szamos keét-
értéki kation-kétd hellyel mutat homolégidt (4. é&bra),

Az elézetes vizsgalatok kimutattédk, hogy a fehérje funkcio-~
ndlis integritésdhoz M92+ ionokra egyediil, vagy alacsonyabb
koncentréacidban ca®* ionokkal egylitt van szikség [Roth-
lein, R, eot, al,, J. Exper. Med.,, 163, 1132-1149 (1986)1.

A hdrom tandem iemétl8désnek a kétértékii kation-kdtd
“helyekkel valé analdégidja azt sugallja, hogy az LFA-1
megkoti a kétértéky kationokat, Az I~IV ismétlSdésekbdl
hidnyzik a konszenzus kétértékii kation-kétd hely, de meg-
6rizték a kérnyezd régidkat, Ezek a strukturédlis hasonlé-
sdgok felvetik a lehet6ségét, hogy ezek az ismétlddések

duplikécidés eseményekbll szarmaztak,

Az érett fehérje molekulasulya Mr = 126 193 D,
és 12 N-kapcsolt glikozilezési hely (Asn-X~-Thr/Ser) talal-
haté az sxtracelluldris doménben, Korgbbi vizsgédlatok ki=-
mutattak, hogy ezen helyek kdz(il legalédbb 6t glikozilez
ve van és Mr = 5000 - 10 000 dalton molekulasulyu oligo-
szacharidokat tartalmaznak, ami jellemz6é a komplex N-kap=-
csolt szénhidratokra [Dahms, N.M, et al,, J, Immunol, 134,
3978-~3986 (1985)1, Tehdt a glikozilezési helyek kdzul
5-10-nek a hasznélata az SDS-PAGE &ltal meghatédrozott mo-
lekulasullyal egyez6 molekulasulyt jésol,

A régcséld LFA=1 N-ter mindlisénak meghatéro-

zédsa [Girma, J-P, et al,, Blood 70, 605-611 (1987)1,
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valamint az LFA=-1/Mac-1/p150,85 k6zd6s B alegységének
elsédleges szerkezete azt sugallja, hogy az LFA-1 alfa-
-alegység tagja az integrin szupsrcsaléddnak, Az LFA-1
alfa~alegység meglep8 homoldégidt mutat (35 %-os azonosség)
a p150,95 ¢és Mac-1 alfa-alegységgel, valamint kisebb mér-
tékii (25 %Y-os azonosség) az ECM receptorok alfa-alegységé-
vel, Mdsrészrél, az FNR, VNR és IIb 40 Y-ban azonosak egy=-
méssal, A leukocita integrinek emellett tartalmaznak meg
egy koéralbelil 200 aminosavas inszercidt a fehérje N-ter-
mindlis régiéjahoz kézel, amely nincs jelen a hérom szek-
vendlt ECM receptorban (5. &bra), Tovébbad az a regié, a-
melyben a protedz hasitdsi hely eléfordul a VNR-ban, FNR-
ben és a gplIb/IIla-ban, az hidnyzik az LFA=-1 valamint a
p150,95 ¢és Mac-1 alfa-alegységekbél, és korreldl azzal,
hogy nincs proteolitikus processzdléas az LFA-1 csalad alfa-
~alegységeinel, Egészében ezek a strukturdlie tulsajdon-
ségok az alfa-alegység integrinek keét alcsalédjét haté-
rozzdk meg, a leukocita integrinskst es az ECM integrine-

ket,

Az integrin csaléd Gsezes alfa-alegyseége az
LFA-1=-hez hasonlé tandem ismétl8déseket tartalmaz, amelyek=~
ben feltételezett kétértéki kationkdtdé helyek vannak
[Corbi, A, et al.,, EMBO J., 6, 4023-4028 (1987), Poncz,

M, et al,, J. Biocl, Chenm,, 262, 8476-8482 (1987), Suzuki,



S, et al,, Proc, Natl, Acad, Sci, USA, 83, 8614-8618
(1986), Argaves, W.,S, et al.,, J. Cell Biol,, 105,
1183-1180 (1987), Ruoslahti , E, et al., Science, 238,
491-497 (1987)1. Azonban az LFA-1-ben és a p150~ben

csak harom ismétlédés tartalmaz feltételezett fém-kdts
helyeket, mig az ECM receptorokban mind a négy ismet=-

16dés tartalmaz fém-kotd helyeket., Az LFA-1~ben és mas
integrinekben lévé feltételezett kétérteki kationkot6
helysk rokonségban &llnak, de nem azonosak az integré=-

lis membrén fehérjék kordbban leirt kétértékd kation-

-k6t8 helyeivel, Szédmos tipusu kétértéki kationk&t6 hely
létezik. A helyek els6 csoportja alterndld D-X=D(N)=-X-D(N)
strukturdvel rendelkezik, Ezek a helyek tobbek kézdtt meg-~
talalhaték a Troponin C-ben, a parvalbuminban (5256) es

a galakt6z-kots fehérjében, Ezek a helyek egy EF hurok szer-
kezetet hoznak létre, és 6-7 keldcidés hellyel rendelkeznek.
Az LFA-1 és a tOobbi integrin feltételezett kdtd-helyei szin-
tén rendelkeznek egy D-X-D(N)-X-D(N) els&dleges szerkezet-
tel, szdmos G csoporttal a megbrzdtt keldcids hely kozott,
A Z-poziciéban lév8 csoportot azonban egy hidroféb csoport
helyettesiti, Tovabbs a kalcium-kdté hely elBtti és utédni
alfa hélix ugy tiinik hogy hidnyzik az integrin helyekbdl
[Corbi, A. et al,, EMBO J,, 6, 4023-4028 (1987)1. Ennek

a kGilonbségnek a jelent&sége nem ismert, de részben felelds

—
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lehet azért,hogy ezek a helyek el8nyben részesitik a

Mg2+ ionokat,

Az NBFR és Swiss-Protein adatbankok &tvizsgé-
l4sa felfedte, hogy ez az LFA-1 csaléd specifikus domen,
amelyre "L" doménként fogunk hivatkozni, jelent&s homo-
légidval rendelkezik a humén vWf A1 doménjével, a human
B komplement faktorral és a csirke kollagén matrix fehér-
jével, Ezek a hasonlésagok @z L domén teljes hosszédra ki=-
terjednek., Mivel a vWf harom ismétlédé A doménnel rendel=-
kezik (A1, A2, A3) (5790), a B komplement faktorban 1évo
domén analdg a 2~es komplement kompanens (C2) (5789) hason-
16 doménjével, és a CMP 2 két ismétlOdéssel rendelkezik
(5778) az LFA-1 L domént hasonlitjuk az Osszes emlitett
doménekhez az ALIGN program alkalmazédséval, A C2 kivéte-
lével az Osszes illesztés statisztikailag szignifikéns

(6. ébra),

Ezek a hasdnléségok egy veldszini funkcionglis
domént jelentenek az LFA~1 szédméra, El0szbr a vWf A1 do-
ménje az Ib glikoproteinhez valamint a heparinhoz kot6dik
(5946), mig mind az A1, mind az A3 domén a kollagénhez va-
16 kdtédésben vesz részt, Masodszor, a B faktorban talal-
haté homolég domén a hasitasi hely C-termindlis oldalén
taladlhaté, ahol a B faktor hasad Bb faktorra, valamint

a szerin protedz N-termindlis oldalén [Mole, J.E, et al.,
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J. Biol, Chem,, 259, 3407-3412 (1984), Bently, D.R.,
éiochem. J., 239, 339-345 (1986)1. Ez a domén tehat
abban a régidéban talsdlhaté, amelyr6l véarhaté hogy & li-
ganduméval, a C3b-vel kdlcsbnhatasba lép. A kollagen
matrix fehérje szerkezetét részlegesen meghatérozték,
két iemétlddéseel rendelkezik, amelyeket egy epidermé-
lis ndvekedési faktor-szeri szekvencia vélaszt el [Arga-
ves, W.S., et al,, Proc., Natl, Acad, Sci, USA, 84, 464~
-468 (1987)1. A CMP kdlcsbnhatédsba 1é6 mind a kollagénnel
[Argaves, ¥W.S, et al,, Proc. Natl. Acad, Sci., USA, 84,
464-468 (1987)1, mind a porc proteoglikénjéval (7. ébra)
[Paulsson, M., et al,, Collagen Rel, Res,, 4 219-229

(1984)1.

Az LFA-1~-et, @ Mac-1-st és a p150,95-6t ujabban
lokalizaltak a 16p11 kromoszdémén L[Corbi, A, et al,,
J. Exper.Med,, 167, 1597-1607 (1988)1. A leukocita in-
tegrin alfa-alegységeket kédolo gének szerkezeti hason-
l6séga és egymashoz vald kdzelsége azt sugallja, hogy egy
6si gén duplikdlédott és eredményezts az integrin alfa=-
-alegységek legaldbb két &gat, a leukocita integrineket
és az ECM integrineket., Egy 180 aminosav hosszuségu domén
inszertélédott a leukocita integrin alegység 8si génjeé-
be, majd a gén duplikslédott, ez eredmenyezte &z LFA=1-et,

Mac-1-et és p150,95-6t, Ezeknek a doméneknek az LFA=1
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csaldd L-doménjéhez valé haesonldsdga azt sugallja, hogy
ez az L-domén egy funkciondlis domén lehet, Ezek a ha-
sonldésédgok tovébba azt is magukban foglaljék, hogy egy
6si domén inszertdlédott szamos fehérjébe, majd kilon-
béz8 felismerési funkcidk fejlédtek ki a hemosztézis-

ban, a komplement aktivélésban és az immunvélaszban,

Az alfa=-alegység integrinek keét csoportja
kd6z6tti strukturalis kiildnbségek megfelelnek a funkcids
domének felismerési helyében 1lév6 ki1ldnbségnek, mivel az
RGD~tartalmu fehérjék gétoljdk az FNR és gpIIb/IIla kap-
csolédésat a megfeleld ligandumokhoz L[Rouslahti, E, et.
al., Science, 238, 491-497 (1987)1, mig egy RGDS peptid
nem gitolja az LFA-1 és az ICAM=-1 kdlcsénhatasat,

Az ECM ligandumoktél eltérden, az ICAM-I maga nem tar-
talmaz RGD szekvencidt #s az immunoglobulin gen szuper=-
csalad tagja. Mind a szerkezeti, mind a funkciondlis adatok
azt sugalljdk, hogy az integrin szupercsalad az alfa-
-alegységek két alcsalédjdra oszthato, A Bz-vel asszo-
ci4lédé alfa-alegységeknek ezek a szerkezeti és funkcio-
nélis tulajdonsédgai azonban nem csak a sajat alcsaléd=~
jukra lehetnek jellemzdk, mivel szémos més integrin al-
fa-alegység rendelkezhet &z LFA=1 csalddhoz hasonlo szer-
kezeti jellemz8kkel, mit példdul a proteolitikus hasi~

tési hely hiényéval [Charo, I.F, et al,, Proc. Natl,
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Acad, Sci, USA, 83, 8351-8355 (1986)1.

Az LFA-1 alfa-alegység szerkezetének fel-
fedezése uj evoluciés kapcsoclatokat fedett fel az in-
tegrin alfa-alegységek kozott és egy lehetséges funkcio-
nalis domént sugall, valamint demonstrélja, hogy az LFA-1
alfa-alegység az integrin szupercsalédhoz tartozik, de
egy tovébbi domént tartalmaz, Ez az L domén és a homolég
domének egy fehérje "domén" csalédot képeznek, amelynek
funkciondlis jelent8sége van, Mivel az LFA-1 felismeresi
helyre nem RGD, ezért az L doménnek funkciondlis jelentd-
sége lehet az LFA-1 alfa-alegységben, valamint a tdbbi
leukocita integrinben, Mac-1~ben, és a p150,95-ben, Azon-
ban mivel az LFA-1 szémos leukocita funkcioban vesz részt
és tébb mint egy ligandummal rendelkezhet LRothlein, R.
et al,, J, Immunol., 137, 1270-1274 (1986)1, ezért lehet=-
séges, haogy az LFA-1 alfa-alegységben egynél tdbb funkco-
nalis domén talélhatdé, Az is érdekes ha boncoljuk a cito=
plazmatikus faroknak a citoszkeletonnal valé kdlcsdnha-
téasait, &s azt, hogy ezek a k6lcsdnhatésok milyen szerepet
jatszanak a szignalizécidéban, Az alfa- és béta-alegységek
cDNS klénjainak hozzéférhet6sége lehetOvé teszi, hogy vize-
galjuk ezeket a szerkezet-funkcid Osszefliggeéseket. |

Jéllehet a taladlményt a epecifikus megvaldsi-

tdsi médokkal kapcsolatban irtuk le, az érthetd, hogy al-
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kalmas tovébbi mdédositdsokra, és ez a szabadalmi be-
jelentés széndékaink szerint a talélmény barmely varia-
ciéjét, felhasznélédsdt, vagy adaptdldsdt vedi, dltalé=-
nossdgban a taldlmény elveit, és beleértve a jelen le-
irdstél valé olyan eltéréseket amelyek a szakterfileten
ismertek és alkalmazhatok a leirt lényeges tulajdonsa-

gokra, amint az a csatolt igénypontaokbodl kider@il,
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. LFA-1 alfa-alegység, vagy funkcionalis
szarmazeéka, azzal jellemezve, hogy lényegében mentes
a természetes szennyez8ktdl,

2, Az 1, igénypont szerinti LFA-1 alfa-al~
egység vagy annak funkciondlis szédrmazéka, azzal jelle-
mezve, hogy az LFA-1 alfa~-alegység képes a sejt-felszi-

nén lévé molekuldhoz kétbdni,

3., A 2, igénypont szerinti LFA-1 alfa~al-
egység azzal jellemezve, hogy a sejt felszinén leévé mole-
kula ICAM=1 vagy az LFA=~1 mds természetes liganduma,

4, Az 1, igénypont szerinti LFA-1 alfa-sl-
egység azzal jellemezve, hogy a molekula képes az LFA-~1
béta alegységhez kapcsolédva létrehozni az LFA-1 hetero-
dimert.

5. A 4, igénypont szerinti LFA-1 alfa~-alegy-
ség, azzal jellemezve, hogy a heterodimer keépes az ICAM=1

vagy az LFA-1 més természetes ligandumanak megkdtésére,

6., A 2, igénypont szerinti LFA-1 alfa-alegy-
ség, azzal jellemezve, hogy a legalédbb még egy polipep~

tidet tartalmez a kovetkez6 csoportbdl:

a, P=-P-R-A-G-R-H;

b, I=I-T=D=G=-E=-A;
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. c. D-W-A~G=G-F~L;
d, S=Q-V-Q-T-I-H;
6. ReH=G=GeL-S-P;
f, M=Sa=C=T-D=F=S;
g. ReL-L=S-R-A-L;
h, GeV=D=VeQeD=D=~G-E-I=E;
i, D=I=N=G-D=G-L=-V-D-V;
jo VeKeDeL=E=G=D-G-L=-A;
K, TeY=L=S=G-L;
1, Y=I-I-G-I-G~K;
m, I=E-G-T-0-V-L=S-Q; é&s

n, P=S-I~H~-N-I-P,

7. A 2, igénypont szerinti LFA-1 alfa-al-
egység funkciondlis szérmazeéka, azzal jellemezve ,hogy
a funkcionélis szdrmazék az LFA~1 alfa-alegység egy fragment-
je.

8. A 2, igénypont szerinti LFA-1 alfa-alegység
funkciondlis szdrmazéka, azzal jellemezve, hogy & funkcio-
nalis szérmazék az LFA-1 alfa-alegyseég egy variénsa,

9, A 2,igénypont szerinti LFA-1 alfa-~alegyseég
funkciondlis szérmazéka, azzal jellemezvs hogy a funkco-
nadlis szarmazék az LFA-1 alfa-alegység egy analdgja.

10, A 2, igénypont szerinti LFA-1 alfa-al=-
egység funkciondlis szérmazéka, azzal jellemezve, hogy a

funkcion&lis sz&rmazék az LFA~-1 alfa-alegység egy kemiai



szarmazéka,

11.

Rekombinéns DNS molekula, azzal jelle-

mezve, hogy az LFA-1 alfa-alegységet vagy funkcionalis

szédrmazékat expresszalja,

12, A 11,igénypont szerinti DNS~-molekula,

azzal jellemezve, hogy az LFA-1 alfa-alegység vagy funkci-

onélis szarmazéka legalédbb =gy polipeptidet tartzlmaz a

kdvetkez6 csoportbdl:

a,
b-

Ce.

Pe P R A= G=R=H;
I-I-T-D=G-E=A;

D W A= G=-S~F =L ;
S=Q=V=(=T-I-H;
R-H=G~G~L~S~P;

M= S C=T=B=F=S;
Rel=LlL=S=R=A-L;
G=-V=D=V=Q=D=G-E~I~E;
D= I=N=G=D=G=L~V-D-V;
VeK=D~l~E~GmD=G=L=A;
T=Y=lL=S=G~L;

Yo I=I=G=I~G-K;
I-E=G=T=0=V-L=5-0; és

P-S=I~H-N=I-P,
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13, Eljéaras gyulladéds kezelésére emlGsben,
mely a specifikus.védekezési rendszer vélaszébdl szidr-
mazik, azzal jellemezve, hogy az ilyen kezelést igénylé
alanynak gyulladascsokkenté anyagot adunk oclyan mennyi=-
ségben, hogy elnyomja a gyulladést, és az emlitett gyulla-
dascsbkkentét a kévetkez6 csoportbdl vidlasztjuk: LFA=1
alfa-alegyseg; és az LFA-1 alfa-alegység funkcionélis
szarmazeka,

14, A 13, igénypont szerinti eljérés, azzal
jellemezve, hogy még &z LFA-1 béta-alegységet is, vagy a

béta~alegyseég funkciondlis szérmazékat is adagoljuk,

15, A 14, igénypont szerdnti zljérés, azzal
jellemezve, hogy az LFA-1 alfa-alagységet rekombindns
nukleinsav-molekula expresszidjaval &llitjuk el6, és az
LFA~1 alfa-alegység az LFA-1 béta-alegységgel asszocia-
lsdva LFA-~1 hetetodimer keletkezik,

16, A 13, igénypont szerinti eljérds, azzal

jellemezve, hogy a gyulladés megkezdGdése elétt bsadjuk.

17. A 13, igénypont szerinti eljaréds, azzal
jellemezve, hogy & gyulladés-csbkkent6 anyagot enterd-

lis vagy parenterdlis uton adjuk be,

18. A 17, igeénypont szerinti eljédras, azzal

jellemezve, hogy a parenterdlis ut lehet intremuszku-
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laris, intravénds és szubkutén,

19, A.13. igénypent szerinti eljérés, azzal
jellemezve, hogy a gyulladds egy késleltstett tipusu

tulérzékenységi reakcid,

20, A 13, igénypont szerinti eljérds, azzal
jellemezve, hogy a gyulladéds egy pszori&zis szimptéma,

21. A 13, igénypont szerinti eljéras, azzal
jellemezve, hogy a gyulladés egy autocimmun betegseg
szimptoéma,

22, A 21, igénypont szerinti eljérés, azzal
jellemezve ,hogy az autoimmun betegseg lshst Reynaud's

szindréma, autoimmun tiroiditisz, EAE, szklerdzis

multiplex, reumatoid artritisz és-lupus eritematozusz.

23, A 13, igénypont ezerinti eljéréds, azzal
jellemezve, hogy agyulladde stiiltetstt szerv kilok6dé-
sére adott vélasz,

24, A 13, igénypont szerinti eljérés, azzal
jellemezve, hogy a gyulladés szdvetétiiltetés kilokdSdé-~
sére adott valasz,

25. A 13, igénypont szerinti eljéréds, azzal
jellemezve ,hogy & gyulladds graft versus host beteg-

ségre adott valasz,
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26, Eljérés hematopoietikus tumor sejtsk,
amely sejtek az LFA-1 cealéd egy funkcionélis tagjat igény=-
lik a véndorldshoz, metasztdzisénak elnyoméséra, azzal
jellemezve, hagy az ilyen kezelésre szoruld betegnek egy
gyulladéscsbékkentd anyagbdl a metasztézis elnyomédsahoz
elegendé mennYieéget adunk, a gyulladéscstkkent6 anyag le=-
het LFA=-1 alfa-alegység, valamint az LFA-1 alfa-alegység-

nek egy funkciondlis szérmazeka,

27, Eljérés az LFA~1 alfa-alegyseget expressza-
16 tumorsejtek ndvekedésének elnyomdséra, azzal jellemez-
ve, hogy az ilyen kezelésre szoruld betegnek a2z emlitett no-
vekedés elnyomdsahoz glegendd mennyiségii toxint adunk, az em=-
litett toxin lehet &z LFA-1 alfa-alegység toxin-szérmazeéka,
vagy az LFA-1 alfa-alegység egy tagjénak toxin-derivotizalt

funkciondlis szérmazéka,

28, Eljéréds a feltehet8en gyulladéssal rendelkezb
emlds alanyban a specidlis védelmi rendszer vélaszéb61 g~
redé gyulladéds jelen.létének és helyének diagnosztizélésa-
ra, azzal jellemezve, hogy

(a) az 2amlitett alanynak az ICAM=1~-et vagy az

LFA-1 més természetes ligandumat expresszald
sejt azonositésdra alkalmas, detektédlhato-
an jelolt LFA-1 alfa~alsgységet tartalmazo

készitményt adunk, és
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(b) detektdljuk az emlitett LFA-1 alfa-al-

egyseget,

29, Eljéréds a feltehetfen gyulladédssal rendel=~
kez6 eml8s alanyban a specifikus védelmi rendszer vala=-
sz4bél ered6 gyulladds jelenlétének és helyének diagnosz-

tizadlédséra, azzal jellemezve, hogy:

(a) az emlitett alanynak egy szlvetmintajét az
LFA-1 slfa-alegység DNS szekvenci&jédhoz,
valamint az LFA-1 alfa~alegység génjének
mRNS ezekvencidjdhoz kétbdni képes nuklein-
sav molekuldt tartalmazd készitménnyel in-
kubdljuk, mikoris az emlitett kapcsolddas
képes az ICAM=-1-gt vagy az LFA-1 mds termeé-
szetes ligandumat expresszdld sejt azonosi~
tédséra, ¢és

(b) kimutatjuk, 8z amlitett nukleinsav mole=-

kulét,

30, A 29, igénypont szerinti eljérés, azzal
jellemezve, hogy az emlitett nukleinsav molekula az a-

labbi polipeptidek ko&zitl kdédol legalédbb egyst:

a, P=P=-R=A=-G-R-H;

b, I-I~-T=D-G-

m

-A;

c., D-W=A-G-G~-F~L;
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S=Q=V=Q-T-I-H;
R~H=G~G-L~S=-P;
M=S~C=T=D-F=-S;
ReL-L~S=R=A=L;
G=V~D=V=Q~D=G~E~I~E;
D= I~NwG=D=G=L=V~D=V;
VaKeDeL=E~G=D=G-L=A;
T-Y~L=S~G-L;

Yo IeI=G=I=G=K;
I=E~G=T=(Q-V~-L=S-Q; és

P=S=l<H-N-I-P,

Eljéras a feltehet8en gyulladéssal rendelkez6

eml6s alanyban a specifikus védelmi rendszer valaszibdl e~

redd gyulladas

jelenlétének és helyének diagnosztizalédséra,

azzal jellemezve, hogy:

(a)

(b)

az emlitett alany szOvetmintdjat az ICAM=l=et
vagy az LFA-1 més természetes ligandumét
expresszélé sejt azonositédsdra alkalmas, dej
tektdlhatéan jeldlt LFA-1 alfa-alegységet tar=-

talmazdé készitménnyel inkubdljuk, és

detektdljuk az emlitett LFA-1 alfa-al=-

egységet,
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32, A 31, igénypant szerinti eljérés, azzal
jellemezve, hogy az emlitett LFA-1 alfa-alegyseg az em-

litett sz6vetmintédban az ICAM-1-hez kapcsolddik,

33. Eljérés ICAM=1~et, vagy az LFA-1 més termeé=-
szetes ligandumdt expresszdldé tumorsejt jelenlétének és
helyének diagnosztizdldsdra ilyen sejteket feltehetlen
tartalmazé alanyban, azzal jellemezve, hogy

(a) az emiitett alanynak az emlitett ICAM=1-hez

vagy az LFA-1 més természetes liganduméhoz
kapcsoldédni képes, detektédlhatdan jeldlt
két6-ligandumot tartalmazé készitményt adunk,
az emlitett ligandum lehet az LFA-1 alfa=~
~alegység, valamint az LFA-1 alfa-alegyseg

funkciondlis sz&rmazékg, és

(b) kimutatjuk az emlitett kdtb-ligandumot,

34, Eljérés ICAM=1~et, vagy az LFA~1 méds terme-
szetes ligandumét expresszdld tumorsejt jelenlétének es
helyének diagnosztizélésédra ilyen sejteket feltehetden

tartalmazé alanyban, azzal jellemezve, hogy:

(a) az emlitett alanynak a szdvetmintajat az
emlitett ICAM=-1-hez, vagy az LFA-1vmés ter-
mészetes liganduméhoz kapcsolédni képes
detektdlhatéan jelzett kétb6ligandumot tartal-

mazd készitménnyel inkubdljuk, az emlitett



0000 6900 o o 000¢
. L] .o .

. L] * L4 L]
o« & 0 s 0 o
. . (1] wse oo

ligandum lehet az LFA-1 alfa-alegysége és az

LFA-1 alfa-alegység funkcionédlis szérmazéka, és

(b) az emlitett szbvetmintdban lévé emlitett
- ICAM=1-hez kot6d6 emlitett kotbligandumot ki-

mutatjuk,

35, Eljaréds virusfert8zés kezelésére, azzal jelle-
mezve, hogy az ilyen kezelésre szoruld betegnek az LFA-1
alfa~-alegységet, vagy annak funkciondlis szérmazekat tar-

telmazd keészitményt adjuk hatésos mennyiseégben,

hatalmazott
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